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RESUMO

Introducédo: A meia-vida do acido hialurénico (AH) na pele é de apenas alguns dias,
por isso a reticulagdo com 1,4 butanodiol diglicidil éter (BDDE) € empregada para
estabiliza-lo. Porém, se especula que o BDDE possa ser téxico e causar reacdes de
hipersensibilidade. Objetivo: avaliar a citotoxicidade sobre fibroblastos humanos de
diferentes concentracbes de BDDE associados ou ndo ao acido hialurénico.
Metodologia: fibroblastos gengivais humanos foram isolados e adicionados na
concentragdo de 1x10* células por poco em placas de 96 pocos. Para a andlise da
citotoxicidade, foram preparadas 13 amostras: um grupo controle positivo de meio de
cultura fresco apenas, um grupo controle com meio de cultura fresco e 20% de
hidrogel de &cido hialurénico nao reticulado sem BDDE e um grupo controle negativo
em meio de cultura fresco com 20% metanol. Nos 10 grupos experimentais, metade
foi feita com 20% de hidrogel de acido hialurénico néo reticulado associado com BDDE
em concentracdes de: 1, 2, 20, 70 e 100 ppm em relacdo ao hidrogel de &cido
hialurénico, em meio de cultura. A outra metade, foi composta pela mesma quantidade
de BDDE, solubilizado apenas em meio de cultivo, o que resultou em concentracdes
de 0,2, 0,4, 4, 14 e 20 ppm na solucéo. A citotoxicidade foi mensurada por ensaio MTT
em 24 h e 7 dias. A viabilidade celular foi calculada em relagcdo ao grupo controle
positivo, sendo que a viabilidade menor que 70% foi considerada toxica. Resultados:
0s 10 grupos experimentais ndo se mostraram citotéxicos, em 24 horas de cultivo.
Entretanto, em 7 dias, foram citotoxicas as concentracdes de 14 e 20 ppm de BDDE
sem &cido hialurénico e as concentracfes de 70 e 100 ppm de BDDE associadas ao
acido hialurénico. Conclusao: conclui-se que o BDDE associado ou ndo ao acido
hialurénico, ndo se mostrou citotéxico em curto prazo (24 h), nas concentracdes
avaliadas. Porém, foi citotoxico em 7 dias nas 2 concentracdes mais elevadas,
estando associado ou ndo ao acido hialurénico.

Palavras-chave: 1,4 butanodiol diglicidil éter. acido hialurdnico. preenchedores
dérmicos. citotoxicidade.



ABSTRACT

Introduction: The half-life of hyaluronic acid (HA) in the skin is only a few days, so
cross-linking with 1,4 butanediol diglycidyl ether (BDDE) is employed to stabilize it.
However, it is speculated that BDDE may be toxic and cause hypersensitivity reactions.
Objective: evaluate the cytotoxicity on human fibroblasts of different concentrations of
BDDE associated or not with hyaluronic acid. Methodology: human gingival
fibroblasts were isolated and added at a concentration of 1x104 cells per well in 96-
well plates. For cytotoxicity analysis, 13 samples were prepared: a positive control
group with fresh culture medium only, a control group with fresh culture medium and
20% non-cross-linked hyaluronic acid hydrogel without BDDE and a negative control
group in culture medium. Fresh culture with 20% methanol. In the 10 experimental
groups, half were made with 20% non-crosslinked hyaluronic acid hydrogel associated
with BDDE at concentrations of: 1, 2, 20, 70 and 100 ppm in relation to the hyaluronic
acid hydrogel, in culture medium. The other half was composed of the same amount
of BDDE, solubilized only in the culture medium, which resulted in concentrations of
0.2, 0.4, 4, 14 and 20 ppm in the solution. Cytotoxicity was measured by MTT assay
at 24 h and 7 days. Cell viability was calculated in relation to the positive control group,
with viability lower than 70% being considered toxic. Results: the 10 experimental
groups did not prove to be cytotoxic after 24 hours of cultivation. However, within 7
days, concentrations of 14 and 20 ppm of BDDE without hyaluronic acid and
concentrations of 70 and 100 ppm of BDDE associated with hyaluronic acid were
cytotoxic. Conclusion: it is concluded that BDDE, associated or not with hyaluronic
acid, did not prove to be cytotoxic within 24 hours, at the concentrations evaluated.
However, it was cytotoxic within 7 days at the 2 highest concentrations, with or without
associated with hyaluronic acid.

Keywords: 1,4 butanodiol diglycidyl ether. hyaluronic acid. dermal fillers.
cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O acido hialurénico (AH) é um polimero de glicosaminoglicano aniénico linear ndo
sulfatado e de alto peso molecular, com uma unidade de repeticdo alternada de acido D-
glucurdnico e N-acetil-D-glucosamina (Figura 1).1 E um importante componente da matriz
extracelular em tecidos conjuntivos, epiteliais e neuronais do corpo.? O primeiro produto
preenchedor a base de acido hialurénico foi aprovado nos Estados Unidos pela FDA
(Food and Drug Administration) em 2003.2 Segundo a Sociedade Internacional de
Cirurgia Plastica Estética (ISAPS), é a substancia de preenchimento mais utilizada no
mercado mundial, com um aumento significativo de 30,3% de procedimentos com acido

hialurénico realizados nos ultimos quatro anos.

Existem dois processos de producdo do polimero de &cido hialurénico em
quantidades comerciais: pela extracao de fontes aviérias (cristas de galo), ou de origem
bacteriana por fermentacdo sintética de Staphylococcus equino.* A maioria dos
preenchedores € derivada de acido hialurénico bacteriano devido ao seu potencial

alergénico e imunogénico reduzido.®

O acido hialurénico é biocompativel, biodegradavel e hidrofilico, o que |he permite
a retencdo de excesso de agua.b Porém, quando néo reticulado ou ndo modificado, é
rapidamente eliminado do local injetado, resultando em um efeito de preenchimento
limitado a menos de uma semana®’, visto que enzimas como a hialuronidase e os
radicais livres presentes naturalmente na pele tém a capacidade de degrada-lo
rapidamente. Esses polimeros possuem uma meia-vida de 24 a 48 horas nos tecidos,
sofrem diluicAo aquosa e, posteriormente, no figado, sdo degradados por reacdes

enzimaticas e hidroliticas, resultando em agua e diéxido de carbono.®

Para contornar a rapida degradacdo do &cido hialurénico, os fabricantes de
preenchedores utilizam reticulantes como o 1,4 butanodiol diglicidil éter (BDDE), que
aumenta significativamente a estabilidade e a duracdo do preenchimento dérmico,®
chegando a uma longevidade de seis a vinte e quatro meses apés a injecéo.® O grau de
reticulacdo permite aumentar a rigidez do gel de acido hialurénico, influenciando muito
as caracteristicas fisicas e reolégicas do material.’° Entretanto, a reticulacdo das cadeias
de acido hialurénico pode levar a presenca de BDDE néo reagido, ou residual, no produto

final, que em quantidades excessivas podem ser téxicos para as células.!
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Especula-se que o BDDE residual possa ser um dos responsaveis por reacoes de
hipersensibilidade apés preenchimentos dérmicos com acido hialurénico.? As reacdes
de hipersensibilidade podem ser classificadas como agudas ou tardias, dependendo do
tempo de inicio.'3 As reagGes de hipersensibilidade aguda ocorrem dentro de minutos ou
horas apoés as injecdes devido a uma resposta imune mediada por imunoglobulina E (IgE)
ao preenchedor dérmico.’* Podem se manifestar como angioedema e reacdes
anafilaticas ocorrendo apo6s exposicdo inicial, ou repetida.’® As reacbes de
hipersensibilidade tardia sdo caracterizadas por endurecimento, eritema e edema, sendo
mediadas por linfécitos T em vez de anticorpos. Elas ocorrem tipicamente 48—72 horas
apos a injecdo, mas podem ser observadas até varias semanas ap6s o preenchimento,
podendo persistir por muitos meses. Quando isto ocorre, estas reacdes sao chamadas
de ETIP (Edema Tardio Intermitente e Persistente).'®> As caracteristicas do ETIP séo
reacbes inflamatérias cronicas colonizadas por bactérias, granulomas, nédulos e

abcessos. 1°

Embora a etiologia da hipersensibilidade tardia em relagdo aos preenchedores de
acido hialurénico ndo seja completamente compreendida, os fatores de influéncia
sugeridos incluem: infeccbes e traumas anteriores; aspectos relativos a técnica de
injecdo, como volume do preenchedor, tratamentos repetidos e implantacdo
intramuscular; diferentes propriedades do material, como concentracdo de acido
hialurénico, caracteristicas das suas particulas (por tamanho, superficie e carga), grau
de reticulacdo, BDDE residual, e impurezas dos processos de reticulacdo e
biofermentacdo.®® Com base em dados pré-clinicos, é aconselhavel ndo modificar
tanto a molécula de acido hialurénico que ela ndo seja mais reconhecida como tal,

portanto levando as rea¢ées de corpo estranho pelo organismo.*®

Na literatura, ndo existem dados de mensuracao do BDDE residual dos produtos
de preenchimento disponiveis no mercado, e os fabricantes nao fornecem nem dados da
concentracdo total de agente reticulante adicionada ao produto, nem o grau de
reticulacdo e nem a concentracdo de BDDE residual, nos manuais e bulas desses
materiais. Dado o exposto, é importante avaliar a toxicidade potencial dos reticulantes
ao nivel celular, pois eles podem existir como um residuo nédo reticulado ou um

subproduto apds a biodegradacgéo do preenchedor.



Figura 1 - Estrutura Molecular do &cido hialurénico.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Acido Hialurénico

O &cido hialurénico é um polimero de alto peso molecular com muitas aplicacées
na medicina humana.?° Naturalmente, o &cido hialurénico é encontrado na pele humana,
na matriz extracelular (MEC), no humor vitreo e no liquido sinovial de articulagdes.?*
Suas propriedades biologicas permitiram que ele fosse utilizado em diferentes aplicacfes

biomédicas, como cicatrizacéo de feridas, osteoartrite?? e preenchimentos faciais.??

No entanto, o acido hialurénico nativo tem aplicacdes muito limitadas por nao
permanecer no corpo humano por periodos prolongados devido as suas pobres
propriedades mecanicas (viscoelasticidade e coesividade)?? e rapida biodegradacéo.®
Portanto, os hidrogéis de acido hialurénico foram desenvolvidos para aumentar a

longevidade do polimero no tecido e corrigir as deficiéncias do contorno na pele.?*

Os hidrogéis de acido hialurdénico para preenchimento, tém como forma de
apresentacao, seringas de plastico ou vidro em volumes variados de 1 ml, 1,2 ml ou 2 ml.
Podem ser transportados e armazenados em temperatura ambiente por até 2 anos.® Séo
projetados com diferentes tecnologias de fabricacdo,?® sendo que o grau de reticulacao,
a estrutura da rede tridimensional,?® a concentracdo de &cido hialuronico,’ os niveis de
coesividade?’ e as propriedades reolégicas?® variam conforme as marcas comerciais dos

preenchedores.?

2.2 Agentes Reticulantes

Estudos relataram que os principais reticulantes empregados em preenchimentos
dérmicos de acido hialurénico utilizados comercialmente sao: 1,4 butanodiol diglicidil éter
(BDDE), 220 divinil sulfona (DVS), 22° polietilenoglicol diglicidil éter (PEGDE), 3° 1-etil-3-
(dimetilaminopropil), 3! carbodiimida (EDC),*? 1,2,7,8-diepoxioctano 33 e glutaraldeido
(GA).2* Eles reagem com os grupos hidroxila nas cadeias de &cido hialurénico,

retardando a drenagem e a degradacao do hidrogel injetado na pele.?°

O BDDE ¢é o agente reticulante mais utilizado em preenchimentos dérmicos do
mercado devido as suas caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade,
estabilidade e seguranca, fornecendo ligagdes covalentes irreversiveis entre as cadeias

de acido hialurdnico® (Figura 2). Os grupos epodxidos presentes nas duas extremidades
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da molécula de BDDE reagem, preferencialmente, com os grupos nucledfilos do acido
hialurénico, formando uma ligacdo éter, um composto conhecido como 1,4 butanodiol
di-(propan-2,3-diolil) éter (BDPE) e seus derivados ° (Figura 3). A primeira por¢do do
BDDE reage apenas com agua, formando BDPE livre. A segunda porcédo reage com
dgua em uma extremidade e com acido hialurbnico na outra, formando BDPE
monoligado. Uma terceira por¢cdo reage com &cido hialurbnico em ambas as
extremidades, produzindo BDPE duplamente ligado, resultando nas ligacGes cruzadas
encontradas nos hidrogéis de acido hialurénico. Quando parte do BDDE néo reage nem
com &cido hialurébnico e nem com agua, se forma BDDE residual. O BDDE residual, o
BDPE livre e 0 BDPE monoligado ndo séo Uteis para estabilizar o preenchimento de
acido hialurénico, aumentando a quantidade de BDDE na reacdo sem nenhum efeito

funcional. °

Nos hidrogéis reticulados com BDDE, a quantidade total de reticulante e o grau
de reticulacado influenciam diretamente as propriedades do hidrogel, como solubilidade,
viscosidade, estabilidade entre outras caracteristicas do polissacarideo.®®* Em um estudo
onde se comparou o BDDE com a divinil sulfona como agente de reticulag&o, observou-
se menor toxicidade do BDDE, por criar uma rede tridimensional mais estavel.*® Os
autores Jeong et al. (2020)%° relataram que o PEGDE é mais seguro por ter menos efeitos

citotoxicos do que o BDDE como agente reticulador.

Figura 2 - Processo de Reticulacéo do &cido hialurénico.
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Fonte: Zhang JN, Chen BZ, Ashfag M, Zhang XP, Guo XD. Development of a BDDE-crosslinked
hyaluronic acid based microneedles patch as a dermal filler for anti-ageing treatment. J Ind Eng Chem.
2018 Sep;65:363- 369.
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Figura 3 - BDPE e seus derivados.
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Fonte: De Boulle K, Glogau R, Kono T, Nathan M, Tezel A, Roca-Martinez J, et al. A review of the
metabolism of 1,4-butanediol diglycidyl ether-crosslinked hyaluronic acid dermal fillers. Dermatol Surg.
2013 Dec;39(12):1758-1766.

2.3 Efeitos Adversos do Preenchimento de acido hialuronico

Tratamentos faciais com preenchimentos dérmicos ocasionalmente dao origem a
efeitos adversos, podendo ser temporarios, como vermelhiddo da pele, ou de longo
prazo, como endurecimento do tecido.'° Parece haver uma relacdo entre a vida Gtil do
preenchedor e o risco dessas reacdes.'® A vida Util dos preenchedores a base de acido
hialurénico depende da presenca e quantidade de agentes de reticulacdo, como BDDE.*°

Altos graus de reticulagcdo com BDDE, associados as cadeias curtas de acido
hialurénico, poderiam influenciar o desenvolvimento de reacdes tardias, enquanto niveis
mais baixos de reticulacdo oferecem perfis de eficacia e seguranca.® Clark (2007)3°
afrmou que quaisquer reacOes alérgicas ou efeitos colaterais produzidos por
preenchimentos a base de &cido hialurénico seriam causadas pelo BDDE. O estudo
teorizou que a manipulacao do acido hialurénico por meio de reticulacdo poderia resultar

em uma reacdo de corpo estranho em humanos.

Kenne et al. (2013)? relataram que quando o hidrogel de éacido hialurénico é
formado por reacdo com BDDE, alguns elementos dissacarideos no polimero séo

substituidos por residuos de 1,4 butanodiol di-(propan-2,3-diolil) éter (BDPE) e a
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enzima hialuronidase enfrenta um substrato parcialmente irreconhecivel. O que pode

levar as reacdes de hipersensibilidade.

Porém, Abduljabbar & Basendwh (2016)*° observaram em estudo clinico realizado
em pacientes que haviam sido submetidos ao preenchimento com acido hialurénico, que
nenhum dos adventos adversos mais graves, como hipersensibilidade, reacfes
inflamatoérias de inicio tardio (granulomas), infec¢cdes ou comprometimentos vasculares,
foram, de fato, comprovados que estavam relacionados com tragos residuais do agente

reticulador do &cido hialurénico.

Smith & Cockerham (2011)* argumentaram que causas hipotéticas de
hipersensibilidade ao preenchedor de acido hialurénico incluem respostas imunes
inflamatdrias direcionadas contra anestésicos incluidos na formulacdo e/ou contra

produtos de degradacéo de acido hialurénico reticulado liberado ao longo do tempo.

2.4 Citotoxicidade do BDDE

Estudos apontaram que o reticulante BDDE, pode levar a citotoxicidade e efeitos
adversos nos tecidos locais.®*4? Ou seja, apds a reagédo com o acido hialurdnico, o BDDE
gue nao reagiu ao processo de reticulacdo pode permanecer no produto, principalmente
nos casos em que sdo injetados um grande volume de preenchedor.? Ao analisarem a
citotoxicidade do acido hialurénico reticulado com BDDE em concentra¢fes de: 0,5, 1, 5
e 10 ppm através do ensaio MTT, observaram que o preenchedor de acido hialurénico
reticulado com 10 ppm de BDDE diminuiu a viabilidade em 24 h de fibroblastos de

prepucio humanos em 67%.

Jeong et al. (2020) 3° compararam a citotoxicidade dos reticulantes BDDE e
PEGDE (polietilenoglicol diglicidil éter), em queratinécitos e fibroblastos dérmicos
humanos e observaram que em baixas concentracbes (0 — 25 ppm) ndo houve
citotoxicidade nem alteracdes celulares no modelo de cultura adotado, porém em
concentraces maiores, foram observadas diversas alteracdes celulares: [1] a viabilidade
celular de fibroblastos foi menor quando tratados com BDDE entre 100-1000 ppm, e com
PEGDE 500-1000 ppm indicando citotoxicidade; [2] a integridade da membrana celular
foi rompida quando expostas a 100 ppm BDDE e altera¢g6es na morfologia celular foram
observadas; [3] houve aumento significativo do nivel de estresse oxidativo em

fibroblastos expostos a 10, 50 ou 100 ppm BDDE; [4] nas células tratadas com 50 e 100
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ppm BDDE foram observadas disfun¢ges mitocondriais e niveis mais altos de citocinas.
A taxa de quebra do reticulante e sua liberagcdo no ambiente circundante podem ter

impacto na cultura celular. 2° Concluiram que o BDDE é mais citotéxico que o PEGDE.

Lee et al. (2020) **relataram que o nivel de toxicidade, LDso, do BDDE é de 1,130
mg/kg, determinado de acordo com administracdo oral em camundongos. Isso significa
que, em média, metade dos animais expostos a essa dose especifica de BDDE morreria
como resultado da exposi¢ao aguda. Entretanto, a dose utilizada para sensibilizacao da
pele ndo € conhecida. Em um preenchimento com alta reticulacdo, acredita-se que o
conteudo de BDDE adicionado a reacéo seja elevado e possa causar reacdes alérgicas,
como inchaco imediato ou tardio.*®* Quando a técnica de reticulacdo nao é suficiente, a
quantidade de BDDE residual aumentaria ainda mais, o que pode também causar
hipersensibilidade da pele. Desta forma, o processo de reticulacéo tem que ser suficiente
para alcancar persisténcia prolongada do preenchedor, evitando complicacGes

desnecesséarias. 2°

Foram utilizados dados de toxicidade crénica e subcroénica (de acordo com ISO
10993-11) para determinar a dose segura de produtos Juvederm® (Allergan®) em
animais. A partir deste estudo, a dose anual equivalente humana foi determinada como
sendo igual a 20 ml por cada 60 kg de peso corporal (conforme as Diretrizes 1ISO 10993-
17 e as orientacfes da FDA: estimando a dose inicial maxima segura em ensaios clinicos

iniciais para a terapéutica em adultos saudaveis). °

No entanto, vale ressaltar que a citotoxicidade pode variar entre diferentes tipos
de células humanas, dependendo da concentracdo de BDDE, do tempo de exposicéo ao

material, além do seu metabolismo e eliminagéo. °

2.5 Mutagenicidade e Carcinogenicidade do BDDE

Conforme Foureman et al. (1994),* o BDDE é facilmente biodegradavel, embora
uma acdo mutagénica (que se acredita ser o resultado da natureza reativa dos grupos
epoxidos) tenha sido detectada em Drosoéfilas. Para Tezel & Fredrickson (2008),° a
potencial agdo mutagénica do BDDE é devido a quantidade de moléculas de BDDE nao
ligadas ao preenchedor de acido hialurbnico que deve ser mantida em niveis

determinados.
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Segundo Faivre et al. (2021),* o limite residual de BDDE inferior a 2 ppm foi
inicialmente estabelecido como parte da andlise toxicologica dos produtos Restylane®
(Galderma®), que levou em consideracdo o risco minimo de cancer para pacientes
submetidos ao preenchimento conforme o uso pretendido do produto. Essa logica foi
posteriormente adotada pela Food and Drug Administration (FDA) e a especificacéo de
BDDE residual abaixo de 2 ppm que equivale a <0,002 mg de BDDE em 1 ml de gel de
acido hialurénico foi estendida a todos os preenchimentos de acido hialurénico

comercializados, para um risco minimo de cancer.4®

Para Xue et al. (2020),%’ o gel de AH reticulado com BDDE induziu altera¢gées na
morfologia celular e diminui a viabilidade celular em fibroblastos de camundongos a uma
concentracdo de 0,5 mg/ml, apresentando certa toxicidade biologica e potencial
carcinogénico. Concluiram que os residuos deste reticulador devem ser investigados.
Para Ciba-Geigy Corporation 8 um efeito carcinogénico definitivo com BDDE, néao foi
observado em camundongos quando foram expostos por via inalatoria a 15 mg/l por 4

horas diarias durante 14 dias.
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3 OBJETIVO

O objetivo desta pesquisa in vitro foi avaliar a citotoxicidade de diferentes
concentracdes de BDDE (1,4 butanodiol diglicidil éter), usados em associa¢do ou nao
com o acido hialurdnico, apés 1 ou 7 dias de contato com fibroblastos humanos. A
hipotese nula deste estudo é que nao ha diferenca na viabilidade celular em funcéo da
concentracdo de BDDE, indicando a atoxicidade do material nos diferentes tempos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Isolamento Celular

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Santo Amaro (CAAE: 74717523.5.0000.0081). Fibroblastos gengivais
humanos foram isolados, pela técnica do explante, a partir de tecido gengival removido
para reabertura de implante e coletado mediante Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido do paciente (TCLE). Brevemente, o tecido foi cortado em pequenos
fragmentos e cultivados em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com alta
glicose (Vitrocell® / Embriolife, Campinas, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Vitrocell® / Embriolife) e 1% de solugdo antibidtica-antimicética. As células foram
mantidas em estufa de CO2 a 37° C e o meio foi trocado a cada 3 dias. A medida que a
células migravam do tecido para a placa de cultura, elas eram transferidas para garrafas
de cultivo com o uso de enzima tripsina (Vitrocell® / Embriolife). As células foram
expandidas até atingirem 90% de confluéncia para serem entdo utilizadas no

experimento.

4.2 Grupos Experimentais

Para a analise da citotoxicidade, foram preparadas 13 amostras (Figura 4). Sendo
destes: um grupo controle positivo com meio de cultura fresco apenas, um grupo controle
com meio de cultura fresco e 20% de hidrogel de &cido hialurénico néo reticulado sem
BDDE e um grupo controle negativo em meio de cultura fresco com 20% metanol,
conhecidamente citotéxico. Nos 10 grupos experimentais, metade foi feita com 20% de
hidrogel de &cido hialurbnico néo reticulado (Toskani® Mesoestetic®, Barcelona,
Espanha) associado com BDDE em concentracfes de: 1, 2, 20, 70 e 100 ppm em relacao
ao 4cido hialurénico, em meio de cultura. A outra metade foi composta pela mesma
guantidade de BDDE, solubilizado apenas em meio de cultivo, o que resultou em
concentracdes de 0,2, 0,4, 4, 14 e 20 ppm na solucéo, ou seja, 1/5 do nimero indicado

da concentracdo anterior.

A Figura 5 mostra a disposi¢do das amostras na placa de cultivo celular, indicando
que para cada condicdo experimental foram feitas 3 amostras, que, por sua vez, foram
mensuradas por duas vezes. O controle negativo foi realizado em uma placa isolada,

para evitar que o vapor de metanol interferisse na viabilidade celular dos demais grupos.
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CONTROLE
NEGATIVO
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MEIO DE CULTURA
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Figura 5 - Disposicao das amostras na placa de cultivo celular. Para cada condi¢céo experimental foram
feitas 3 amostras, que foram mensuradas por 2 vezes. Na placa isolada em azul, o controle negativo com

meio de cultura, fibroblastos e metanol a 20%.
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4.3 Ensaios de Citotoxicidade

Conforme as diretrizes 1ISO 10993-5, em uma placa de cultura de 96 pogos, foram
adicionados fibroblastos humanos na passagem 5, na concentracdo de 1x104
células/poco. Apds 24h em meio DMEM com alta glicose (Vitrocell® Embriolife),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell® Embriolife) e 1% de solugéo
antibiotica-antimicotica, o meio foi removido, as células foram lavadas duas vezes com
PBS (tampao fosfato salino) e as amostras de cada material, bem como dos grupos

controles, foram adicionados sobre as células.

A cada 3 dias, metade do meio de cultura de cada poco foi substituida por
amostras do mesmo grupo experimental. A citotoxicidade foi analisada apos 1 e 7 dias,
quando as células foram lavadas com PBS e foi adicionada uma solugdo composta por
80% de DMEM (sem soro) e 20% de solucdo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2yl) -
difeniltetrazolimbromidio (MTT) em PBS a 5mg/mlt. Apds 3 horas na estufa, a solucéo
foi removida, os cristais formados foram solubilizados em alcool isopropilico e a
absorbancia da solucéo foi mensurada em espectrofotdmetro em 560 nm. As células em
meio de cultura fresco foram utilizadas como controle positivo de viabilidade celular e as
células em meio de cultura e 20% metanol foram utilizadas como controle negativo de
viabilidade celular. A média de absorbancia do grupo controle foi de 100% de viabilidade
celular e a citotoxicidade dos demais grupos foi expressa em percentual relativo ao grupo
controle. Quando a viabilidade celular € maior que 70%, o material € considerado néo

téxico e quando menor que 70% é considerado toxico.

4.4 Andlise Estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (Teste de Levene) e os dados foram submetidos a ANOVA de fator
Unico e Teste de Tukey para cada um dos tempos de analise, com nivel global de
significancia de 95% (a=0,05).
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5 RESULTADOS

A viabilidade celular em 24 h (Figura 6) foi superior a 70% para todos 0s grupos
avaliados, exceto o controle negativo, indicando que ndo houve nenhum grupo
experimental toxico. Ja a viabilidade celular em 7 dias (Figura 7) indicou a citotoxicidade
(viabilidade menor que 70%) dos grupos sem &cido hialurdénico e com 14 e 20 ppm de
BDDE em meio de cultura, e diferenca estatistica entre o grupo de 20 ppm e seu
respectivo controle positivo. Também foram observadas citotoxicidade dos grupos com
20% de éacido hialurénico e BDDE nas concentragcdes de 70 e 100 ppm de BDDE, bem
como diferencas estatisticas significantes destes para 0s seus respectivos controles
positivos (com ou sem acido hialurénico e sem BDDE) e semelhanca estatistica com o

controle negativo.

Figura 6 - Citotoxicidade em 24 h.
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Figura 7 - Citotoxicidade em 7 dias.
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6 DISCUSSAO

A hipétese nula do estudo, que diferentes concentracdes de BDDE associadas ou
nao a acido hialurénico, de ndo apresentarem diferencas quanto a viabilidade celular foi
rejeitada, pois embora em 24 h ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos
experimentais e 0s controles positivos, em 7 dias, as duas maiores concentracdes de

BDDE, associadas ou ndo a acido hialurénico foram toxicas.

O &cido hialurénico € um material biocompativel, natural, encontrado na nossa
pele, desempenhando um papel crucial na hidratacdo e na manutengcdo da sua
elasticidade. ! Esta presente também: nas cartilagens, no liquido sinovial, ajudando a
lubrificar as articulagdes e a reduzir o atrito;?' no humor vitreo, uma substancia gelatinosa
no interior dos olhos e em diversos tecidos conjuntivos do corpo fornecendo suporte e
estrutura. 2! Portanto, era de se esperar que o grupo controle, onde 20% de hidrogel de
acido hialurénico nao reticulado foi solubilizado em meio de cultura, se apresentasse néo
citotoxico em 24 h e 7 dias. O que de fato foi confirmado no presente estudo, validando
nossa metodologia, em consonancia com outros estudos,® ® 4° e indicando que na
concentracdo de 20% é possivel manter a viabilidade celular, sem escassez de

nutrientes para o seu desenvolvimento.

A agéncia regulatéria americana, Food and Drug Administration (FDA),
recomenda que o nivel residual de BDDE né&o reagente seja inferior a menos de 2 ppm
para ser seguro. Isso equivaleria a <0,002 mg de BDDE em 1 ml de gel de acido
hialurénico.® De fato, no presente estudo, esta concentracdo ndo se mostrou citotoxica
na leitura de 24 h e 7 dias, nos grupos em que o BDDE foi diluido em meio de cultura
sem associacdo de acido hialurénico, sendo a dose citotoxica, cerca de 35 vezes

superior ao limite, indicando a seguranca da manutencao dentro dos limites regulatérios.

Quando o BDDE esté associado ao acido hialurénico, espera-se que reajam entre
si e nem todo BDDE adicionado se torna residual, ° portanto, ndo é possivel fazer esta
comparacao entre os grupos com BDDE associados ao &cido hialurdnico. Ainda néo
encontramos na literatura estudos que, de fato, consigam quantificar a concentragéo de
BDDE residual em hidrogéis reticulados de acido hialurénico, o que limita a comparacéo

entre as diferentes marcas e o controle dos materiais comerciais.
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No presente estudo, embora nenhuma das concentragdes foram citotoxicas em
24 h, as concentracdes de 14 e 20 ppm de BDDE em meio de cultura ndo associados ao
acido hialurénico e de 70 e 100 ppm associados ao acido hialurdénico foram citotoxicas
em 7 dias, indicando uma citotoxicidade tardia. Muitos estudos especulam que as
reacdes de hipersensibilidade tardia observadas clinicamente apds o preenchimento
com &cido hialurénico seriam oriundas da alta concentracéo de reticulante associado a
cadeias curtas de &cido hialurénico, 80 resultando em altas concentragdes de BDDE
nao reticulado. Os dados deste estudo corroboram tais hipoteses, embora estudos
controlados in vivo sejam necessarios para estabelecer esta relacdo de causa e efeito
apropriadamente.

O estudo do autor Boeckel (2011)*° avaliou a citotoxicidade do acido hialurdnico
como veiculo no composto celular autégeno para enxertia 6ssea com 20% de hidrogel
de acido hialurénico reticulado Teosyal® (a concentracdo de BDDE néo foi informada
pelo fabricante) em meio de cultura e células da linhagem pré-osteoblastica de
camundongos denominadas OFCOL Il. O teste MTT foi realizado 48 horas ap0s a adi¢éao
do &cido hialurénico em meio de cultura e células. A viabilidade celular média foi de 72%,
concluindo que o produto ndo apresentou citotoxicidade sobre as células analisadas,

corroborando os resultados do presente estudo.

O atual estudo também corrobora os resultados de Jeong et al. (2020),%° no qual
apenas BDDE em meio de cultura ndo induziu respostas celulares toxicas em
fibroblastos quando em baixas concentracdes (0 — 25 ppm), mas foi citotéxico em

concentracdo de 100 ppm apoés 7 dias de cultivo.

Entretanto, enfatizo que alguns autores como Choi et al. (2015)2 observaram que
0 preenchedor de &cido hialurdnico reticulado com 10 ppm de BDDE ja diminui a
viabilidade celular em 24 horas, possivelmente por se tratar de outra linhagem celular,
ou seja, fibroblastos de prepucio humanos, e por ser avaliado em outra propor¢cao de

acido hialurébnico em meio de cultura, dado nao informado no estudo.

Este € um estudo laboratorial que nos permite compreender a citotoxicidade dose
dependente do BDDE associado ou nao ao hidrogel de &cido hialurénico, entretanto cabe
destacar que tais dados ndo podem ser levados diretamente para a pratica clinica. Mais

estudos in vitro e in vivo se fazem necessarios, pois por se trabalhar com acido



29

hialurénico nao reticulado comercial, outros componentes associados a formulagdo do
produto podem interferir nos resultados. E, visto ter-se adicionado o BDDE, mas néo ter
analisado a reticulacdo obtida, ndo se tem a quantificacdo da concentracdo de BDDE
residual que possa estar causando citotoxicidade. Além disso, a citotoxicidade pode
também estar associada ao volume de hidrogel adicionado,? a viscosidade ° e taxa de

degradacdo do mesmo,3° bem como ao tipo celular analisado. °
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7 CONCLUSAO

Podemos concluir que o BDDE associado ou ndo ao acido hialurbnico, ndo se
mostrou citotoxico em 24 horas, nas concentracdes avaliadas. Porém, foi citotdéxico na
concentracéo de 14 e 20 ppm do grupo apenas com BDDE e nas concentracdes de 70

e 100 ppm no grupo com BDDE e &cido hialurénico, apds 7 dias.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

= UNISA

Universidade Santo Amaro

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

PROTOCOLO: MENSURAGAO DA TOXICIDADE DO BDDE (1,4 BUTANODIOL DIGLICIDIL ETER) EM
DIFERENTES MARCAS COMERCIAIS DE ACIDO HIALURONICO.

Estes esclarecimentos estdo sendo apresentados para solicitar sua participagdo livre e
voluntdria, no projeto “mensuragdo da toxicidade do BDDE (1,4 butanodiol diglicidil éter) em
diferentes marcas comerciais de acido hialurénico.” do Programa de Pds-Graduagdo em
Odontologia da Universidade de Santo Amaro - UNISA, que sera realizado pelos pesquisadores
Profa. Dra. Leticia Boaro e Sumaya Takan Bordalo.

Justificativa: Este estudo se faz necessario pois quando utilizamos preenchedores dérmicos a
base de acido hialurénico, o BDDE residual promove reagées de hipersensibilidade no
organismo. Por isso precisamos mensurar a toxicidade do BDDE em células humanas para evitar
reagoes agudas e tardias. Neste estudo avaliamos a citotoxicidade de materiais de
preenchimento dérmico com potencial para células a partir de tecido gengival doado pelo
participante. Este termo de compromisso livre e esclarecido (TCLE) ird autorizar o uso do tecido
gengival para a coleta de células-tronco, bem como o uso dessas células coletadas para esta
pesquisa.

Objetivos: analisar materiais e a citotoxicidade, para observar o quanto as células sobrevivem e
crescem neste material bem como para avaliar as concentragdes toxicas do BDDE.
Procedimentos: Participardo da pesquisa apenas pacientes que tenham indicagdo para
reabertura de implante dental. Entretanto, cabe lembrar, que a necessidade cirurgica é
independente da realizagdo dessa pesquisa. Apds a reabertura do implante, o tecido gengival
doado serd levado ao laboratério, as células que estdao na superficie do dente serdo retiradas,
cultivadas para aumentar em nimero e introduzidas no material desenvolvido para ver o quanto
crescem e o quanto sobrevivem neste material. Ndo necessitando, portanto, nenhuma agdo do
paciente, além da doagdo do dente, que seria descartado ap6s a sua remogdo, para o
desenvolvimento da pesquisa.

Riscos e desconfortos: os procedimentos apresentam risco considerado minimo, relacionado ao
desconforto do procedimento cirdrgico da reabertura do implante. Entretanto cabe lembrar que
a necessidade cirurgica e a realizagdo da cirurgia em si sdo independentes da realizagdo da
pesquisa. Ndo havera risco ou desconforto ao paciente devido a coleta das células. J& que as
células, so serdo retiradas do tecido gengival apés a remogdo do mesmo ser concluida e o
paciente liberado. As células serdo usadas exclusivamente nesse projeto de pesquisa e apos o
término do projeto serdo descartadas, ndo serao doadas ou usadas em outras pesquisas.

Caso sinta qualquer tipo de constrangimento ou desconforto devera informar imediatamente
aos pesquisadores.

Beneficios: este trabalho ndo trard beneficio ou maleficio direto ao paciente participante.
Entretanto, trard beneficios indireto, pois é um estudo experimental que permite o avango
cientifico sobre a quantidade ideal de BDDE nos preenchedores dérmicos que sdo utilizados
diariamente e poderdo ser melhorados auxiliando a melhorar as tecnologias de reticulagdo de
tais materiais preenchedores evitando riscos a saude.

Comité de Etica em Pesquisa — Unisa.
Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340 cep: 04829-300 Sdo Paulo - SP
Fone: (11) 2141-8687
www.unisa.br
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E garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas ou informagdes sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores. O pesquisador responsavel é Profa. Dra. Leticia Cristina Boaro, que pode ser
encontrada no enderego Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, Sdo Paulo
SP / UNISA — Campus |, telefone 11-99855-1096. Se vocé tiver alguma consideragado ou duvida
sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP-UNISA) —
Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, SP — Tel.: 2141-8687.

E garantida sua liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de qualquer beneficio que vocé
tenha obtido junto a Instituicdo, antes, durante ou apés o periodo deste estudo. Asinformagdes
obtidas pelos pesquisadores serdo analisadas em conjunto com as de outros participantes, ndo
sendo divulgada a identificagdo de nenhum deles.

Nao hd despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também n3o ha compensagao financeira relacionada a sua participagdo. Se existir
qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo orgamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente relacionado aos procedimentos deste estudo (nexo
causal comprovado), a qualquer tempo, fica assegurado ao participante o respeito a seus
direitos legais, bem como procurar obter indenizagdes por danos eventuais.

Uma via deste Termo de Consentimento ficara em seu poder.

Sao Paulo, 23/08/2023

Profa. Dra. Leticia Cristina Boaro

Se vocé concordar em participar desta pesquisa assine no espago determinado abaixo e coloque
seu nome e o n? de seu documento de identificagdo.

Nome: (do participante): ...
DOC; IdentifiCaCR0S s T e s e VL i
NS s iaanaasin s R RS AN IR suE o Eaas s A AR AT ASTAAR oA SR A9R TR AR e A AR RE A AR RS

Declaro (amos) que obtive (mos) de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste participante (ou do representante legal deste participante) para a participagao
neste estudo, conforme preconiza a Resolugdo CNS 466, de 12 de dezembro de 2012, IV.3 a 6.

Assinatura do pesquisador responsavel pelo estudo
Data / /

ATENGAO: As paginas sem as assinaturas devem conter rubrica de todos os participantes e
devem ser numeradas. Todas as assinaturas devem estar na mesma pagina. O endereco e
contato dos pesquisadores e do CEP devem constar em todas as paginas; propomos o rodapé.
Res. 466/12.1V.d.

Comité de Etica em Pesquisa — Unisa.
Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340 cep: 04829-300 Sdo Paulo - SP
Fone: (11) 2141-8687
www.unisa.br
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ANEXO A - Parecer Consubstanciado do CEP

UNIVERSIDADE DE SANTO £ Plataforma
AMARO - UNISA %orl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Mensuracao da Toxicidade do BDDE 1,4 (Butanodiol diglicidil éter) em diferentes
marcas comerciais de acido hialurénico

Pesquisador: Leticia Cristina Cidreira Boaro

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 74717523.5.0000.0081

Instituicao Proponente: OBRAS SOCIAIS E EDUCACIONAIS DE LUZ

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.572.098

Apresentacao do Projeto:

A modulacao das propriedades mecanicas e de biocompatibilidade do acido hialurénico (AH) é de grande
importancia para suas aplicacoes em

biomateriais. Como a meia-vida do AH na pele é de apenas alguns dias, a reticulacao com os grupos
epoOxidos de 1,4 butanodiol diglicidil éter

(BDDE) é empregada para estabilizar a matriz do AH. Realizaremos um estudo in vitro com amostras de
cultivo de células humanas para avaliar o

acido hialurénico reticulado comparando 5 tecnologias de fabricacao e mais 4 comparacoes com acido
hialurénico nao reticulado onde sera

acrescentado o BDDE em concentracoes de 1%, 2,5%, 5% e sem BDDE, totalizando 9 grupos
experimentais. Objetivo: avaliar a toxicidade do BDDE

em preenchedores faciais a base de acido hialurénico. Embora se especule que o BDDE residual esteja
associado as reacoes hipersensibilidade e

ETIP (Edema Tardio Intermitente e Persistente) ainda nao fizeram estudos relacionando a toxicidade de
BDDE e intercorréncias.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Constatar a toxicidade do BDDE em preenchedores dérmicos a base de acido hialurénico.

Endereco: Rua Prof® Enéas de Siqueira Neto, 340

Bairro: Jardim das Imbuias CEP: 02.450-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2141-8687 E-mail: pesquisaunisa@unisa.br
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Objetivo Secundario:

Constatar a concentracao em que o BDDE se torna um agente toxico nos preenchedores dérmicos para
evitar reacOes de hipersensibilidade e

intercorréncias.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

os procedimentos apresentam risco considerado minimo, relacionado ao desconforto do procedimento
cirirgico da reabertura do implante.

Entretanto cabe lembrar que a necessidade cirGrgica e a realizagao da cirurgia em si sao independentes da
realizacao da pesquisa. Nao havera

risco ou desconforto ao paciente devido a coleta das ceélulas. Ja que as células, s6 serao retiradas do tecido
gengival apds a remocao do mesmo ser

concluida e o paciente liberado. As células serao usadas exclusivamente nesse projeto de pesquisa e apos
o término do projeto serao descartadas,

nao serao doadas ou usadas em outras pesquisas. Caso sinta qualquer tipo de constrangimento ou
desconforto devera informar imediatamente aos

pesquisadores.

Beneficios:

Este trabalho nao trara beneficio ou maleficio direto ao paciente participante. Entretanto, trara beneficios
indiretos, pois € um estudo experimental

que permite o avanco cientifico sobre a quantidade ideal de BDDE nos preenchedores dérmicos que sao
utilizados diariamente e poderao ser

melhorados auxiliando a aperfeicoar as tecnologias de reticulagao de tais materiais preenchedores, evitando
assim, riscos a saude.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Pacientes oriundos da clinica de implantodontia do INEPO (Instituto Nacional de Ensino e Pesquisas
Odontoloégicas) serao convidados a participar

desta pesquisa doando parte do seu tecido gengival, que usualmente é removido como parte da terapia de
reabiltagao sobre implantes. O tecido

gengival sera removido para reabertura de implante e coletado mediante Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido do paciente (TCLE). Cabe

Endereco: Rua Prof®° Enéas de Siqueira Neto, 340

Bairro: Jardim das Imbuias CEP: 02.450-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2141-8687 E-mail: pesquisaunisa@unisa.br
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lembrar que este tecido seria removido independentemente da realizagao desta pesquisa, como parte do
tratamento, e seria descartado. O tecido

sera transportado para o laboratério em frascos com meio de cultivo e células de fibroblastos humanos
serao isoladas pela técnica do explante (essa

técnica envolve o isolamento de pequenos fragmentos de tecido e o cultivo desses fragmentos em um meio
de cultura apropriado para permitir o

crescimento e a expansao das células presentes nesses explantes) e cultivadas em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) com alta

glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de solugao antibiética-antimicética. As células
serao mantidas em estufa de CO2 a 370 C

e 0 meio sera trocado a cada 3 dias. A citotoxidade dos materiais sera avaliada utilizando o teste MTT (3-
(4,5 dimetiltiazol-2yl) -

difeniltetrazolimbromidio), dada pela incorporagao dos materiais avaliados ao meio clonogénico em contato
com a célula, (n=3). O ensaio MTT sera realizado no 1,3,e,7 dias. O 1,4

butadodiol diglicidil éter (BDDE) sera colocado em concentragoes de 1%, 2,5%, 5% e sem BDDE para
avaliar a toxicidade das concentragoes nas

células cultivadas. Estas serao comparadas a 5 tecnologias de acido hialurénico ja reticuladas com BDDE
de fabrica, em outros grupos

experimentais de cultura de células. Totalizando 9 grupos experimentais que serao analisados pelo teste
MTT. Tera um grupo controle positivo com

fibroblastos em meio de cultura fresco. E um grupo controle negativo com fibroblastos em meio de cultura
fresco e metanol a 20%.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Pendéncia atendida:

- Metodologia: atendida com a descri¢cao do local de amostra direcionado para INEPO (Instituto Nacional de
Ensino e Pesquisas Odontologicas)

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
- Aprovado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/11/2023 Aceito
|do Projeto ROJETO 2200545.pdf 13:24:32
Outros Lattes_flavia.pdf 27/11/2023 |Flavia Gongalves Aceito
13:18:42
Outros Lattes_Sumaya.pdf 27/11/2023 |Flavia Gongalves Aceito
13:18:18
Outros LAttes_leticia_boaro.pdf 27/11/2023 |Flavia Gongalves Aceito
13:17:45
Projeto Detalhado / | ProjetoSumaya_maodificado.pdf 27/11/2023 |Flavia Gongalves Aceito
Brochura 13:06:19
| Investigador
Declaragao de carta_inepo_Assinada.pdf 27/11/2023 |Flavia Gongalves Aceito
Instituicao e 11:39:27
| Infraestrutura
Folha de Rosto rosto.pdf 10/10/2023 |SUMAYA TAKAN Aceito
16:18:06 |BORDALO
Declaragao de URC.pdf 13/09/2023 |SUMAYA TAKAN Aceito
Manuseio Material 16:01:06 |BORDALO
Bioloégico /
Biorepositério /
| Biobanco
TCLE/Termos de |TCLE.docx 12/09/2023 |SUMAYA TAKAN Aceito
Assentimento / 11:32:02 |BORDALO

Justificativa de
Auséncia

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Endereco:

UF: SP
Telefone:

SAO PAULO, 12 de Dezembro de 2023

Assinado por:

Ana Paula Ribeiro
(Coordenador(a))

Rua Prof® Enéas de Siqueira Neto, 340
Bairro: Jardim das Imbuias

Municipio: SAO PAULO
(11)2141-8687

CEP: 02.450-000

E-mail:

pesquisaunisa@unisa.br
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