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RESUMO

As propriedades variaveis e ainda desconhecidas das nanoparticulas (NPs) representam
um vasto campo de insegurancas e a abundancia de produtos nanoestruturados no mercado faz
crescer a preocupacdo quanto aos possiveis riscos humanos e ambientais envolvidos. Os
métodos alternativos tém sido cada vez mais utilizados na avaliagdo toxicoldgica por agregarem
ética e inovacdo tecnoldgica. No Brasil, o0 Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA) reconheceu 25 métodos alternativos até o0 momento. Este trabalho buscou
avaliar a aplicabilidade dos métodos alternativos reconhecidos nas Resolugdes Normativas do
CONCEA para aavaliacdo toxicoldgica de NPs. As bases usadas foram: Pubmed, BVS, SciELO
e Open Gray; em portugués, inglés e espanhol. Os resultados abordaram testes de corrosdo
dérmica, irritacdo cutanea, fototoxicidade, sensibilizacdo cutanea, deteccdo de endotoxinas e o
teste de citotoxicidade para a estimativa da dose inicial para ensaios de toxicidade aguda oral
sistémica. Os ensaios da Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (do
inglés, “Organization for Economic Co-operation and Development” -OECD) foram
comparados a dosagens de citocinas, avaliacdes histopatoldgicas, testes de citotoxicidade 2D,
testes 3D e testes in vivo. Os modelos de epiderme humana reconstruida (do inglés,
reconstructed human epidermis-RHE) para a avaliacdo de irritagdo cutanea e corrosao dérmica
de NPs, bem como o ensaio 3T3-NRU (corante vermelho neutro, do inglés, neutral red uptake
- NRU) para avaliacdo de fototoxicidade e o ensaio do linfonodo local (do inglés, local lymph
node assay-LLNA): 5-bromo-2-deoxiuridina(BrdU)- Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (do
inglés, enzyme linked immunosorbent assay - ELISA) para avaliacdo da sensibilizacéo cutéanea,
apontam convergéncias nas comparacdes realizadas entre 0 método alternativo e os testes
paralelos. Ja 0 3T3-NRU para determinacgéo de faixa de doses para estudo de toxicidade aguda
oral sisttmica é aconselhavel apenas como estudo de triagem. Alguns atributos de
caracterizacdo de NPs considerados essenciais pela literatura cientifica ndo foram aferidos
completamente nos estudos em questdo, de forma que ndo se exclui a possibilidade de
ocorréncia de viés metodoldgico. E urgente a formalizacao de protocolos especificos para testes
de seguranca de NPs, inclusive para os testes de citotoxicidade. Estudos que envolvem a
aplicacdo das diretrizes metodoldgicas da OECD séo escassos e devem ser estimulados. Com
relagdo ao teste de endotoxina bacteriana, foram relatadas interferéncias na leitura dptica e nas
fluorescéncias (causa ndo identificada) em decorréncia das propriedades das NPs. Para evita-
las, recomendou-se 0 uso de &rvore decisoria e a realizacdo de testes-controle. Logo, o teste de

endotoxina bacteriana pode ser utilizado nos estudos com NPs, porem com ressalvas. Sabendo-



se que a despirogenizacdo pode gerar alteracdo nos efeitos biologicos das NPs, sugere-se a
prevencdo da contaminacdo das NPs tanto na sintese quanto nos ensaios, por meio do uso de
protocolos bem estabelecidos. Por fim, nosso estudo evidencia a necessidade de se estabelecer
um processo de caracterizacdo mais completo para as NPs, ja que a confiabilidade dos

resultados estd, diretamente, relacionada a essa etapa preliminar.

Palavras-chave: Meétodos alternativos. Nanoparticulas. Controle de qualidade. Vigilancia

Sanitaria.



ABSTRACT

The variable and still unknown properties of nanoparticles (NPs) represent a wide range
of insecurities and the abundance of nanostructured products on the market increases the
worries about the possible human and environmental risks involved. Alternative methods have
been increasingly used in toxicological assessment because they add ethics and technological
innovation. In Brazil, the National Council of Animal Testing Control (in portuguese, Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal-CONCEA) recognized 25 alternative
methods until now. This work sought to evaluate the applicability of the alternative methods
recognized in the CONCEA Normative Resolutions for the toxicological evaluation of NPs.
The bases used were: Pubmed, BVS, Scielo and Open Gray, in Portuguese, English and
Spanish. The results covered skin corrosion, skin irritation, phototoxicity, skin sensitization,
cytotoxicity test to estimate starting doses for acute oral systemic toxicity tests and Endotoxin
Detection Tests. The tests recommended by the Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD) were compared to cytokine assays, histopathological assessments, 2D
cytotoxicity tests, 3D tests and in vivo tests. The reconstructed human epidermis (RHE) models
for the assessment of skin irritation and NP dermal corrosion, as well as the 3T3-neutral red
uptake (NRU) assay for phototoxicity assessment and the local lymph node assay (LLNA):5-
bromo-2-deoxyuridine (BrdU)-enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for skin
sensitization assessment show agreement between results comparing the alternative method and
parallel tests. The 3T3-NRU aiming to set the dose for the oral toxicity’s studies is advisable
only for the screening of toxicological assessments. The 3T3-NRU for dose determination for
the study of oral toxicity is advisable only for the screening of toxicological assessments.
However, as some of the characterization’s attributes hasn’t been completely assessed by the
studied articles, it’s not possible to eliminate the possibility of methodological bias’s
occurrence. It is urgent to formalize specific protocols for NPs, including cytotoxicity tests.
Studies involving the application of OECD methodological guidelines are scarce and should be
encouraged. Regarding the bacterian endotoxin test, interferences in optical reading and
fluorescence (unidentified cause) have been reported due to the properties of NPs. To avoid
them, it was recommended to use a decision tree control tests as well. Therefore, bacterian
endotoxin test can be used with reservations. Knowing that depyrogenization can generate
changes in the biological effects of NPs, the use of protocols is suggested to prevent
contamination of NPs, both in their synthesis and along the tests. The development of a more

adequate assay for the detection of endotoxins in NPs is necessary. This study also highlights



the need for a more complete characterization process for NPs, since the reliability of the results
is directly related.

Keywords: Alternative methods. Nanoparticles. Quality control. Health Surveillance.
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1 INTRODUCAO

Segundo Costa e Rozenfeld (2000), a Vigilancia Sanitaria atua sobre fatores de risco
associados a produtos, insumos e servicos relacionados com a salde, com o ambiente e 0
ambiente de trabalho e com a circulagdo internacional de transportes, cargas e pessoas.
Atualmente, o modelo de producdo capitalista acaba por gerar um consumo crescente de
produtos, bens e servicos de interesse sanitario que, muitas vezes, ndo atendem de fato a
necessidades reais. A busca incessante por lucro gera a ilusdo de necessidades por meio de
propagandas, que estimulam o consumo continuo. Nesse processo estdo envolvidos diversos
riscos ao consumidor e ao meio ambiente, que podem ndo ter sido avaliados plenamente, ou
que tenham sido negligenciados. A Vigilancia Sanitaria interfere, por isso, nas relacdes de
producdo e consumo, de modo a identificar falhas, defeitos ou ilicitudes e regular o mercado
para proteger a salde coletiva.

Nessa busca de promover, proteger, recuperar e reabilitar a saide, conforme definido
como papel da Vigilancia Sanitaria na Lei n® 8.080/90, ha também uma forte preocupacdo com
o desenvolvimento de novas tecnologias. Nesse contexto, podemos incluir um dos grandes
desafios das acBes em Vigilancia Sanitaria, a reducdo do risco relacionado a area de
nanotecnologia. Conforme ilustra o Quadrol, estudos demonstram que o conhecimento
cientifico em nanotoxicologia avanca lentamente, quando comparado, em numero de
publicacbes, ao campo da nanotecnologia (DELGADO; PAUMGARTTEN, 2013). O fato
indica, que muitos produtos podem estar ganhando acesso ao mercado consumidor sem a devida
avaliacdo do risco, ferindo o principio da precaucdo (COSTA; ROZENFELD, 2000).

Quadro 1 - Comparagédo do nimero de artigos publicados em nanotecnologia e nanotoxicologia,
em 2012 e 2013, na base de dados Pubmed

) N° de artigos N° de artigos em
Termos de busca N° de artigos
em 2012 2013*
Nanotecnologia 41.908 5.920 3.025
Nanoparticula + toxicidade 6.791 1.528 1.013
Nanotoxicologia 635 237 191

* Desde 1° de setembro de 2013.
Fonte: Adaptado de DELGADO; PAUMGARTTEN, 2013.
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Em termos mundiais, altos investimentos vém sendo observados em estudos na area da
nanotecnologia, de forma que as nanoparticulas (NPs) se fazem presentes em diversos setores:
alimenticio, eletrénico, farmacéutico, cosmetico, médico-hospitalar, dentre outros, embora os
efeitos potenciais no meio ambiente e na salde humana ainda nao estejam bem estabelecidos.
(PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, 2010; VANCE et al., 2015).

Em 2005, com o objetivo de quantificar o nimero de produtos contendo NPs no
mercado, o0 Woodrow Wilson International Center for Scholars e o Projeto de Nanotecnologias
Emergentes (do inglés, “Project on Emerging Nanotechnologies) criaram um inventario de
produtos nanoparticulados, o Nanotechnology Consumer Products Inventory (CPI).O trabalho
aponta o crescimento vertiginoso do nimero de produtos nanoparticulados no mercado, que
subiu de 54 produtos em 2005, para 1.854 em 2014, dados demonstrados no Gréafico 1 (VANCE
etal., 2015).

Grafico 1- Crescimento de produtos contendo nanomateriais no mercado, segundo o CPl,
entre 2005 e 2014

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Fonte: Adaptado de VANCE et al., 2015.

Dados mais atuais, obtidos no sitio eletrdnico StatNano (2020), consultado em 27 de
agosto de 2020, apontam 8.851 produtos nanoparticulados no mercado, fabricados por 2.445
empresas em 62 paises. O setor que mais abarca produtos nanoparticulados € o de eletrénicos
(1.925), seguido pela area médica em segundo lugar (1.066). Na terceira posi¢do, os cosméticos
(828) e o setor de construcdo (838) estéo, praticamente, empatados (STATNANO, 2020). As
NPs ja estdo presentes em toda a cadeia produtiva alimenticia, desde o cultivo dos alimentos,
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passando pelo processo produtivo, até as embalagens (SINGH, 2017; STATNANO, 2020).
Com o grande aumento do nimero de produtos registrados e, consequentemente, a elevagao da
exposicdo humana e ambiental, crescem as discussdes em torno dos riscos potenciais
envolvidos. Ha, inclusive, preocupacao com as possibilidades de danos a cadeia alimentar de
forma cumulativa (PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, 2010).

A maior parte dos estudos de nanotoxicologia avalia a toxicidade de NPs por via
inalatdria, considerada a principal porta de entrada de nanomateriais por conta do risco
ocupacional envolvido (SHATKIN; KIM, 2015). No entanto, considerando-se a grande
variabilidade das formas de aplicacdo de nanomateriais em produtos como cosméticos e
embalagens de alimentos, por exemplo, as exposi¢Ges dérmica e oral também vém crescendo
em importancia (STONE et al., 2016). De acordo com o inventario CPI, a pele € a via de
exposicao para 58% dos produtos nanoparticulados, sendo esta a principal via de exposicéo.
Considera-se que além dos liquidos e suspensdes que sdo preparados para serem aplicados no
cabelo e/ou na pele, ha também os produtos sélidos que contém NPs em sua superficie. Estudos
demonstram que 16% contém nanomateriais que podem ser ingeridos e 5% dos produtos podem
ser inalados durante o seu uso normal (spray de cabelo, por exemplo), conforme ilustra o
Grafico 2 (VANCE et al., 2015).

Gréfico 2- Potenciais vias de exposi¢do para 0 uso normal dos produtos
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Fonte: Adaptado de VANCE et al., 2015.

Historicamente, a eficécia e a seguranca de diversas substancias e produtos vém sendo
avaliadas por meio do uso de animais de laboratdrio, sobretudo nos ensaios toxicolégicos de

medicamentos, cosméticos, saneantes, produtos bioldgicos, dispositivos médicos e na
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determinacdo da poténcia de medicamentos biologicos (ANVISA, 2013; PRESGRAVE, 2012).
No entanto, hd uma tendéncia mundial de crescimento de grupos ligados a protecdo animal e,
com isso, a pressao contra o uso de animais em experimentacéo cientifica (HARTUNG et al.,
2001; PRESGRAVE, 2003; HASIWA et al., 2013).

1.1 Métodos alternativos e a legislacio brasileira

Em 1760, Fergusson ja exteriorizava sua preocupacdo com o que ele denominava de
métodos barbaros aplicados em animais. J& no século XIX, o fil6sofo e jurista Jeremy Bentham
(1748-1832) apresentou um pensamento no qual demonstrava que a preocupagao nédo era se 0S
animais podiam raciocinar, nem se eles podiam falar, mas sim, se os animais iriam sofrer
(HARTUNG, 2001). O médico e fisiologista inglés Marshall Hall (1790-1857) lancou, em
1835, o que podemos definir como o primeiro cddigo de ética na experimentacéo, onde ele
propunha que:

a) nenhum experimento fosse levado a cabo se as informacg6es pudessem ser obtidas por
meio de observacdes;

b) nenhum experimento fosse conduzido sem um objetivo claro, preciso e passivel de ser
obtido;

c) 0s cientistas deveriam estar bem-informados sobre o trabalho de seus antecessores, de
modo a evitar qualquer tipo de repeticdo experimental;

d) experimentos justificaveis deveriam ser executados levando-se em conta a menor
imposicao de dor possivel, inclusive devendo-se utilizar organismos inferiores na escala
zoologica, ou seja, menos sencientes;

e) experimentos deveriam ser realizados de forma a produzirem resultados o mais

conclusivos possivel, diminuindo assim a necessidade de repeti¢des (HALL, 1973).

Em 1954, a preocupagdo com o uso indiscriminado de animais na pesquisa cientifica e
com o seu bem-estar, inspirou o surgimento de um programa que buscava a reducdao do nimero
de animais utilizados na pesquisa, bem como, minimizar a dor e o desconforto, buscando
alternativas para a substitui¢do dos testes in vivo. Esse programa resultou na publicacéo do livro
“The Principles of Humane Experimental Technique”, por Willian Russell ¢ Rex Burch, em
1959. A obra trazia o conceito de trés principios para o uso de animais na ciéncia. Por conta das
iniciais em inglés de seus principais objetivos, esse programa ficou, internacionalmente,

conhecido como “3Rs”: 1) Redugdo (do inglés, Reduction), 2) Refinamento (do inglés,
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Refinement) e 3) Substituicdo (do inglés, Replacement), conforme Cazarin, Corréa e Zambrone
(2004). Vale ressaltar que esse programa contribuiu para a disseminagdo de movimentos de
protecdo animal e contra 0 uso de animais em experimentacdo em varios paises (ROWAN;
ANDRUTIS, 1990).

O Brasil seguiu a tendéncia mundial, primeiro na propria Constituicdo Federal de 1988
que estabelece no seu art. 255, a vedagdo explicita de préticas que submetam os animais a
crueldade (BRASIL, 1988). Todavia, somente em 2008, o Brasil publicou a primeira lei que
dispde sobre o0 uso de animais na pesquisa cientifica (BRASIL, 2008), a Lei n°® 11.794, de 8 de
outubro, conhecida como Lei Arouca, que criou 0 Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA) e as Comissdes de Etica no Uso de Animais (CEUAS).
Para 0 CONCEA, a referida lei definiu as seguintes atribuicBes: o credenciamento das
instituicGes para criacdo e/ou utilizacdo de animais no ensino ou em pesquisas cientificas,
estabelecimento e revisdo periddica das normas para credenciamento das institui¢fes, uso e
cuidados com o0s animais em pesquisa e ensino, normas de instalacao e funcionamento de locais
que lidam com cobaias, avaliacdo da introducdo de técnicas alternativas substitutivas ao uso de
animais e apreciacdo e decisao sobre recursos das CEUAs. As CEUASs sdo uma exigéncia legal
para que institui¢Oes cuja atividade seja de ensino ou pesquisa possam se cadastrar no CONCEA
(BRASIL, 2008). J& em 2009, o Decreto n° 6.889, de 15 de julho, regulamentador da Lei
Arouca, amparado nos principios dos 3Rs, trouxe a definicdo de métodos alternativos:

Procedimentos validados e internacionalmente aceitos que garantam resultados
semelhantes e com reprodutibilidade para atingir, sempre que possivel, a mesma meta
dos procedimentos substituidos por metodologias que: a) ndo utilizem animais; b)
usem espécies de ordens inferiores; ¢) empreguem menor nimero de animais; d)
utilizem sistemas organicos ex vivos; ou €) diminuam ou eliminem o desconforto.
(BRASIL, 2008).

Com o proposito de apoiar o desenvolvimento de metodologias alternativas, em 2012,
0 Ministério da Ciéncia, Tecnologia Inovacdo e Comunicagdo (MCTIC) instituiu a Rede
Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA), por meio da Portaria n°491, de 3 de julho. A
rede é composta por trés laboratorios centrais — o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade
e Tecnologia (INMETRO), o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS)
e o0 Laborat6rio Nacional de Biociéncias (LNBio) e por laboratorios associados, publicos ou
particulares (RENAMA, 2012).
Em 2013, o Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos (BraCVAM) foi

criado, por meio da Portaria n°29 do INCQS, de 14 de agosto. Seu proposito é identificar a
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necessidade da validacdo de novos métodos, atuar nos estudos de validacdo em cooperacdo com
a RENAMA e fazer recomendagfes relacionadas a validagdo dos métodos alternativos ao
CONCEA (PRESGRAVE et al., 2016). Nesse mesmo ano, o MCTIC publicou a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA),
na Resolugdo Normativa (RN) n°12, de 20 de setembro. A finalidade da diretriz era garantir o
cuidado e o manejo ético de animais usados para fins cientificos ou didaticos. A DBCA
(atualizada em 2016) ressalta as responsabilidades de todos que produzem, mantém ou utilizam

animais para:

I)garantir que a utilizacdo de animais seja justificada; I1) garantir que o bem estar dos
animais seja sempre considerado; I11) promover o desenvolvimento e uso de técnicas
que substituam o uso de animais em atividades de ensino ou pesquisa cientifica; 1V)
minimizar o ndmero de animais utilizados sem comprometer a qualidade dos
resultados a serem obtidos e V) refinar métodos e procedimentos buscando evitar dor
ou estresse dos animais utilizados em atividades cientificas ou didaticas e VI)
assegurar que as condicBes estruturais, procedimentos operacionais e os padrfes
ambientais permitam que os resultados das pesquisas sejam validos (BRASIL, 2016).

Os temas abordados pela DBCA englobam os aspectos da criacdo, cuidado e uso de
animais para fins cientificos ou didaticos, especificacdo das responsabilidades de usuarios e
instituicOes, detalhamento dos procedimentos operacionais, descri¢do do quadro de membros e
as atividades das CEUASs e os procedimentos para aquisi¢do, uso e cuidados ambientais de
animais utilizados para fins cientificos ou didaticos. A RN abrange os animais sob a égide da
Lei Arouca (BRASIL, 2016).

O CONCEA, em 2014, publicou a RN n°17, que dispde sobre o reconhecimento de
métodos alternativos no Brasil. A norma menciona que o reconhecimento do método alternativo
validado ocorrera por deliberacdo plenaria do CONCEA, considerando o parecer da Camara de
Métodos Alternativos, apds as consideragdes dos oOrgdos oficiais pertinentes. Além disso,
estipula tambem que apds o reconhecimento pelo CONCEA do método alternativo, o prazo
limite para a substitui¢do obrigatoria do método original pelo método alternativo é de até cinco
anos. Outro passo importante no panorama nacional foi a publicacdo de outras trés Resolucdes
Normativas do CONCEA reconhecendo ao todo 25 métodos alternativos ja publicados nas
guias internacionais (Gls) da OCDE e na Farmacopeia Brasileira (FB). A RN n°18, de 24 de
setembro de 2014 e a RN de n°31, de 18 de agosto de 2016, publicaram os metodos alternativos
organizados de acordo com o tipo de avaliagdo toxicologica pretendida com cada metodologia,
ou seja, por desfecho toxicoldgico, conforme Tabela 1. A mais recente RN é a n°45, de 22 de

outubro de 2019, que reconhece o teste de ativacdo de mondcitos (do inglés, monocyte
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activation test - MAT). Em 2015, a ANVISA aceitou 0 uso dos 25 métodos alternativos
reconhecidos pelo CONCEA em atividades de pesquisa (RDC n°35, de 7 de agosto). Dos 25
métodos, 8 utilizam animais em ndmero reduzido e 17 sdo substitutivos. Um dos métodos
substitutivos é considerado dessa forma porque utiliza animais invertebrados, o teste de
endotoxina bacteriana, também conhecido como LAL (lisado de amebdcitos de limulus). Dos
métodos que utilizam animais, trés avaliam sensibilizagdo cutanea, trés tratam de toxicidade

aguda e dois de toxicidade reprodutiva.

Tabela 1- Relacdo dos testes reconhecidos pelo CONCEA (com suas respectivas Gls),

agrupados por desfecho pretendido para cada metodologia (inicio).

Desfecho Resolucéo Descricéo do método Nome do teste
normativa
I - Avaliagdo do| RN n°18 -| GI*OECD**n°430 | Corrosdo dérmica in vitro: teste de

potencial de irritagdo e| 24/09/2014. resisténcia elétrica transcutanea.

corrosao da pele

RN n°8 -| GI*OECD**n°431 | Corrosdo dérmica in vitro: teste da

24/09/2014. epiderme humana reconstruida (do inglés,
reconstructed  human  epidermis-
RHE).

RN n°18 -| GI* OECD**n%35 | Teste de barreira de membrana in vitro.

24/09/2014.

RN n°18-| GI* OECD**n°439 | Teste de irritacdo cuténea in vitro
24/09/2014.
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Tabela 1- Relacdo dos testes reconhecidos pelo CONCEA (com suas respectivas Gls),

agrupados por desfecho pretendido para cada metodologia (continuagéo).

Desfecho Resolugdo Descricédo do Nome do teste
normativa método
I - Avaliagho do| RN n°18 -| GI* OECD** n°437| Teste de permeabilidade e opacidade de
potencial de irritacdo e| 24/09/2014. cdrnea bovina (do inglés, bovine corneal
corroséo ocular opacity and permeability test method-
BCOP)
RN n°18 -| GI* OECD**n°438 | Teste de olho isolado de galinha (do
24/09/2014. inglés, isolated chicken eyetest-ICE)
RN n°18 -| GI* OECD** n°460 | Teste de permeacédo de fluoresceina
24/09/2014.
RN n°31 -| GI* OECD**n°491 | Teste in vitro de curta duragdo para danos
31/08/2016. oculares
RN n°31 -| GI*OECD**n°492 | Teste do epitélio c6rneano humano
31/08/2016. reconstruido
I - Avaliagdo do RN n°18 - GI* OECD** n°432 | Teste de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU.
potencial de| 24/09/2014.
fototoxicidade
IV-  Avaliacio da RN n°18 - GIl* OECD** n°428 | Teste de absor¢éo cutanea in vitro.
absorcdo cutanea 24/09/2014.
V - Avaliagio do| RN n°® 18 -| GI* OECD** n°429 | Teste de sensibiliza¢do cutanea: Ensaio do
potencial de| 24/09/2014. linfonodo local (do inglés, Local Lymph
sensibilizacdo cutinea Node Assay - LLNA).
RN n° 18 - Gl* OECD** VersOes ndo radioativas do ensaio LLNA.
24/09/2014. n°442A e n°442B
RN n°31 - Gl* OECD** Teste de sensibilizacdo cutanea in
31/08/2016. n°442C chemico.
RN n31 - Gl* OECD** Teste de sensibilizagcdo cutanea in vitro.
31/08/2016. n°442D




Tabela 1- Relagéo dos testes reconhecidos pelo CONCEA (com suas respectivas GIs),

agrupados por desfecho pretendido para cada metodologia (conclusao).

Desfecho Resolucéo Descricéao do Nome do teste
normativa método
VI - Avaliagio de| RN n°18 GI* OECD** n°420 | Teste de toxicidade oral aguda -
toxicidade aguda 24/09/2014. Procedimento de doses fixas.
RN n°18 Gl* OECD** n°423 | Teste de toxicidade oral aguda— Classe
24/09/2014. toxica aguda.
RN n°18 GI* OECD** n°425 | Teste de toxicidade oral aguda -
24/09/2014. procedimento “up and down”.
RN n°18 GI* OECD**n°129 | Estimativa da dose inicial para teste de
24/09/2014. toxicidade oral aguda sistémica.
VII- Avaliagdo de| RN n° 18 GI* OECD** n° 487 | Teste do micronGcleo em célula de
genotoxicidade 24/09/2014. mamifero in vitro.
VIII - Avaliacdo de| RN n° 31 GI* OECD** n°421 | Teste de triagem para toxicidade
toxicidade reprodutiva | 31/08/2016. reprodutiva e do desenvolvimento.
RN n° 31 GI* OECD** n° 422 | Estudo de toxicidade repetida combinado
31/08/2016. com teste de toxicidade reprodutiva.
IX - Avaliagdo da| RN n° 31 FB Teste de endotoxina bacteriana
contaminacao 31/08/2016.
pirogénica em
produtos injetaveis
RN n%45 - FE MAT
22/10/2019.

Fonte: elaboracéo prépria, com base nas Resolugdes Normativas n® 17, de 03 de julho de 2014; n° 18, de 24 de

setembro de 2014, n° 31, de 18 de agosto de 2016 e n° 45, de 22 de outubro de 2019.

*Guia internacional

**Qrganization for Economic Co-operation and Development
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1.2 Metodologias alternativas reconhecidas pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacio Animal por desfecho

As metodologias alternativas reconhecidas pelo CONCEA apresentadas na Tabela 1

estéo descritas a seguir, com base nas Gls da OECD.

1.2.1 Potencial de irritacdo e corrosdo da pele

1.2.1.1 Gl OECD n°430 — Corrosao dérmica in vitro: teste de resisténcia elétrica transcutanea

A identificacdo de substancias ou misturas corrosivas (capazes de gerar dano tissular
irreversivel, como necrose da derme e da epiderme nas areas de contato) pode ser realizada por
meio desse ensaio in vitro. A substancia a ser testada € aplicada a trés discos de pele de ratos
obtidas ap0s a eutanasia dos animais por meio de método humanitério e a anélise é realizada
em até 24 horas. Substancias corrosivas alteram a estabilidade no estrato corneo, gerando assim
uma reducao da resisténcia elétrica transcutanea considerada normal. A substancia € incubada
com os discos de pele por 24 horas A medida da resisténcia elétrica transcutanea é feita com
uma ponte de Wheatstone. Para confirmacdo das substancias positivas cujos resultados estejam
proximos ao valor limite 5€2 ou menor que isso, nos casos de auséncia de dano visivel, utiliza-
se 0 teste com o corante sulforodamina B. Ele se liga ao tecido lesado, indicando que houve

alteracdo fisica do extrato corneo (OECD, 2020).

1.2.1.2 Gl OECD n°431 — Corrosao dérmica in vitro: Teste RHE

Este teste tem a mesma finalidade do anterior, no entanto utiliza-se modelos de pele
RHE. Os modelos de pele comercialmente disponiveis no mercado que estdo incluidos nessa
Gl, sdo: EpiSkin™ (SM), EpiDerm™ (EPI-200), SkinEthic™ RHE, epiCS® e LabCyte EPI-
MODELZ24, cada um contendo seu procedimento operacional padronizado. O teste é baseado
na capacidade de quimicos corrosivos, apds o contato com a RHE, penetrarem no estrato corneo
por difusdo ou erosdo causando danos as camadas mais profundas. Assim, a viabilidade celular
¢ avaliada por meio de conversdo enzimatica, de forma qualitativa pelo ensaio do corante vital
MTT ou {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil tetrazolium]}. O ensaio permite a
quantificacdo do composto azul chamado formazan {E, Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -1,3-
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diphenylformazan}, produzido por meio de conversdo enzimtica do corante pelas células
vidveis. A leitura é feita por um espectrofotdbmetro. Os valores de viabilidade celular
encontrados sdo usados para a classificacdo da substancia, mas os intervalos percentuais que

definem a classificacéo variam de acordo com o kit comercial utilizado (OECD, 2020).

1.2.1.3 Gl OECD n°435 — Teste de barreira de membrana in vitro

Método in vitro para identificar substancias quimicas corrosivas. O teste é composto por
dois componentes: uma bio-barreira sintética e um sistema de deteccdo quimica. Aplica-se a
substancia teste na superficie da bio-barreira e o sistema de detecgdo quimica identifica danos
causados a ela, de forma semelhante ao mecanismo de corrosdo na pele in vivo. A avaliacdo do

sistema pode ser visual ou eletrénica (OECD, 2020).

1.2.1.4 GI OECD n°439 — Teste de irritacdo cuténea in vitro

A irritacdo cutanea é definida como a capacidade de uma substancia de produzir danos
reversiveis a pele. Esse teste in vitro quantitativo usa a RHE para identificar substancias capazes
de causar irritacdo cutinea. Essa Gl inclui seis métodos, comercialmente, disponiveis no
mercado: EpiSkin™, EpiDerm™ SkinEthic™, LabCyte, Skin+ ®, epiCS®. Apds 42 horas de
incubacdo da amostra em contato com o material teste, a viabilidade celular € quantificada por
meio de conversdo enzimatica pelo método MTT, indicando o grau de viabilidade celular no
tecido. O percentual de células viaveis define a classificacdo da substancia. Esse método pode
ser utilizado, individualmente, como substituto do teste in vivo ou como parte de uma
abordagem estratégica de predicdo. Para o teste de irritagdo cutinea, as substancias
consideradas de baixo potencial irritante (que ndo precisam de categoriza¢do) devem apresentar
um percentual de viabilidade celular maior que 50% apds 60 minutos de exposi¢do (OECD,
2020).

1.2.1.5 GI OECD n°437 —Teste BCOP

Teste in vitro capaz de identificar substancias e misturas a serem classificadas como
indutoras de graves danos oftdlmicos ou ndo requerentes de classificacdo para irritagdo ocular
ou indugdo de grave dano oftalmico (que ndo exigem nenhuma classifica¢do). Esse ultimo é

definido por inducédo de dano tecidual ou grave prejuizo a visdo, ndo reversiveis em até 21 dias
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apo6s o contato. Utiliza-se no minimo trés cérneas de bovinos recém abatidos (para fins
comerciais), sendo duas para controle (positivo e negativo) e outra para o teste em si.
Substancias liquidas sdo colocadas em contato com o olho por 10 minutos e sdo incubados com
a cdrnea por duas horas a 32° C. J& os solidos permanecem em contato por quatro horas e nao
carecem de incubacdo. Pode-se utilizar outros tempos de exposi¢do com adequada justificativa
cientifica. A classificacdo da substancia é quantitativa e definida por meio de um escore de
irritacdo in vitro chamado In vitro Irritancy Score (IVIS), que leva em conta analises
quantitativas de permeabilidade a fluoresceina e opacidade da cornea. A permeabilidade é
avaliada por espectrofotometria, enquanto para a opacidade usa-se um opacitbmetro. Escores
menores ou iguais a trés indicam substancias que nédo requerem classificagdo para irritacéo
ocular ou inducdo de grave dano oftalmico e maiores ou igual a 55,1 formam o grupo a ser
classificado como indutoras de graves danos oftdlmicos. Isoladamente, o teste ndo substitui,
completamente, o teste de Draize em coelhos, mas viabiliza a substituicdo ao fazer parte de
estratégias integradas de predi¢cdo (OECD, 2020).

1.2.1.6 GI OECD n°438 —Teste ICE

O objetivo deste teste in vitro € 0 mesmo do BCOP. O principio do teste envolve a
avaliacdo quantitativa do inchaco e qualitativa da opacidade e da retencéo de fluoresceina para
posterior categorizacdo da substancia ou mistura nas categorias mencionadas. As substancias
sdo categorizadas em classes de ICE, que geram uma classificacdo de dano ocular. A
histopatologia também pode ser levada em consideracdo, de acordo com os parametros da Gl.
Isoladamente, o teste ndo substitui, completamente, o teste de Draize em coelhos, mas viabiliza

a substituicdo ao fazer parte de estratégias integradas de predi¢do (OECD, 2020).

1.2.1.7 GI OECD n°460 — Teste de permeacao de fluoresceina

Este método in vitro é baseado na citotoxicidade da linhagem celular Madin-Darby
Canine Kidney (MDK). Tem como objetivo classificar substancias ou misturas capazes de
provocar irritagdo severa - na qual ocorrem danos teciduais nao reversiveis em até 21 dias apds
0 contato ou grave prejuizo a visao - ou corrosao ocular, descrita como dano irreversivel ao
tecido ocular. A deteccdo de efeitos toxicos é quantitativa ao se medir o aumento de

permeabilidade a fluoresceina causado pela substancia ou mistura em teste na linhagem celular
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mencionada. Isoladamente, o teste ndo substitui completamente o teste de Draize em coelhos,

mas viabiliza a substituicdo ao fazer parte de estratégias integradas de predi¢do (OECD, 2020).

1.2.1.8 GI OECD n°491 — Teste in vitro de curta exposi¢cdo para diferenciar substancias
quimicas que possam induzir grave dano ocular das que nao requerem classificacdo para

irritacdo ocular ou grave dano ocular.

O teste permite a diferenciacao de substancias quimicas que possam induzir grave dano
ocular das que ndo requerem classificacdo para irritacdo ocular ou grave dano ocular.
Compreende-se como grave dano ocular a producdo de tecido danificado nos olhos ou
decréscimo grave e irreversivel da visdo, conforme definicdo do Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (do inglés, Globally
Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals-GHS). Ainda de acordo
com o sistema GHS, irritacdo ocular refere-se a producdo de alteracBes completamente
reversiveis apds o contato com a substancia (OECD, 2020).

O STE consiste num teste de citotoxicidade realizado numa monocamada de linhagem
celular derivada de cornea de coelho —Statens Seruminstitut Rabbit Cornea (SIRC). Ap6s cinco
minutos de exposicdo a substancia, a viabilidade celular é avaliada de forma qualitativa por
meio do ensaio MTT (OECD, 2020).

Esse teste ndo é considerado um substituto completo para o teste in vivo de Draize, que
avalia irritacdo ocular em coelhos, no entanto pode fazer parte de uma bateria de métodos

alternativos como estratégia de predi¢do (OECD, 2020).

1.2.1.9 Gl OECD n°492- Teste RhCE para diferenciar substancias quimicas que ndo requerem

classificagdo das que sdo capazes de provocar irritagcao ocular ou grave dano ocular

Esse teste in vitro usa o epitélio RhCE, que mimetiza propriedades histologicas,
morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas do epitélio humano. Quatro versdes comerciais do
teste estdo incluidas nesta GI: EpiOcular™ EIT, SkinEthic™ HCE EIT, LabCyte CORNEA -
MODEL24 EIT, e o MCTT HCETM EIT. Desses, o EpiOcular™ EIT e o SkinEthic™ HCE
EIT séo considerados metodos de referéncia de validacdo (OECD, 2020).

O ensaio permite a diferenciagéo entre substancias que ndo requerem classificacdo das
que podem provocar irritacdo ou grave dano ocular. Dessa forma, se o resultado indicar que a

substancia ndo causa irritacdo ou dano, o teste é considerado conclusivo. No entanto, para
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diferenciar substancias causadoras de irritacdo das que causam grave dano ocular, é necessario
utilizar outro teste. A citotoxicidade é quantificada por meio do ensaio MTT. Para cada versao
comercial do teste estdo definidos os parametros, em percentual, a partir dos quais se afere a
concluséo do teste (OECD, 2020).

1.2.2 Potencial de fototoxicidade

1.2.2.1 Gl OECD n°432 — Teste de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU

A fototoxicidade é definida como a resposta toxica deflagrada pela administragdo topica
ou sistémica de substancia fotoreativa apds exposicdo do corpo a luz ambiental. O teste busca
identificar o potencial fototoxico da substancia testada apds exposicdo a luz (OECD, 2020).

As células Balb/c3T3 sdo mantidas em cultura por 24 horas para a formacdo de
monocamadas e depois duas microplacas de policarbonato de 96-pocos sdo pré-incubadas com
8 concentracOes diferentes da substancia. Uma delas é exposta a maior dose ndo citotoxica de
irradiacdo (simulando luz solar), enquanto a outra é mantida no escuro. O teste afere a
toxicidade por meio da variagdo de concentracdo do corante vermelho neutro (NRU) nas
células. O NRU tem a capacidade de penetrar rapidamente por nao difusdo nas membranas
celulares e se acumula em seus lipossomas, funcionando, nesse caso, como indicador de
viabilidade celular. Alteracdes celulares decorrentes da acdo fototoxica da substancia reduzem
a capacidade de penetracdo do NRU. A citotoxidade é expressa pela reducdo concentracédo-
dependente de NRU acumulado nos lisossomos, medida 24 horas ap6s o tratamento com o
quimico testado e a radiacio. E possivel distinguir células viaveis, danificadas e mortas. Ao
final, para a interpretagdo dos resultados, calcula-se o potencial de fototoxicidade (Photo
Irradiation Factor - PIF) e o Mean Photo Effect (MPE). O primeiro é calculado por meio da
comparacdo da concentracdo das respostas obtidas no claro e no escuro, geralmente usando o
indice de irradiacdo— concentracdo capaz de reduzir a viabilidade celular em 50%, o (ICso)
(OECD, 2020).

PIF = 1Cs na auséncia de irradiacdo / 1Cso na presenca de irradiacéo.
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O MPE ¢ calculado com base na comparacdo da curva dose-resposta completa, pela

seguinte formula:

i“". PE,

MPE=i
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Assim, ¢ possivel classificar a substdncia como “ndo fototdxica”, “provavelmente

fototoxica” ou “fototoxica” (OECD, 2020).
1.2.3 Absor¢ao cutanea
1.2.3.1 Gl OECD n° 428 — Método in vitro de absor¢do cutanea

Esse método fornece informacdo sobre a absor¢do cutdnea. A substancia testada é
marcada e aplicada a uma amostra de pele que separa duas camaras de uma célula difusora,
sendo uma delas doadora e a outra receptora. O produto permanece em contato coma pele por
um tempo especifico, em determinadas condigdes, antes da remogdo por procedimento
apropriado. Geralmente, mais de uma concentracdo € utilizada, buscando mimetizar de forma
realista a exposicdo humana. A absorcdo da substancia teste é avaliada ap6s um determinado
periodo de tempo, geralmente 24 horas. Retira-se amostras do fluido receptor durante o
experimento para posterior deteccdo da substéncia ou metabdlitos. Mede-se a absorcdo da
substancia teste no fluido receptor e sua distribuicdo no sistema, de forma que o perfil de
absorcdo ao longo do tempo deve ser apresentado. Para algumas substancias o teste in vitro
pode ndo ser suficiente, portanto, é possivel combina-lo com outro teste de absorcéo cutanea in
vivo da OECD. Esse teste pode no ser aplicavel a todas as classes de substancias. E possivel

usar a pele de diferentes mamiferos, inclusive a do homem (OECD, 2020).
1.2.4 Teste de sensibilizagao cutanea
1.2.4.1 Gl OECD n° 429- Teste de sensibilizacdo cutéanea: LLNA
Os testes de sensibilizacdo cutanea buscam identificar o potencial alergénico da

substancia testada. As Gls da OECD que envolvem o estudo dos linfonodos locais murinos sao

resultado de uma revisdo da Gl original n® 429, a luz dos novos conhecimentos adquiridos na
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area de bem-estar animal. Trabalham com a reducdo do ndmero de animais utilizados por
substancia testada, reduzem o stress e a dor, oferecendo, portanto, o refinamento do
procedimento (OECD, 2020).

O principio basico do teste é a proliferacdo de linfocitos nos linfonodos faciais de
camundongos da cepa CBA, induzida ap0s o agente dermosensibilizante ser aplicado na regido
auricular dos animais em teste. A proliferagdo é proporcional a dose aplicada e ao potencial de
sensibilizacdo do alérgeno aplicado. Para a quantificacdo da dermosensibilizacdo, administra-
se marcadores radioativos na veia caudal e cinco horas depois, realiza-se a eutanasia dos
animais e disseca-se os linfonodos auriculares. A avaliagdo do potencial dermosensibilizante se
da pela dosagem de radiois6topos de timidinatritiada (*H-timidina) ou iodo incorporados ao
DNA das células em proliferacdo. O experimento envolve medicdes e observac6es clinicas
diarias. E realizado com um minimo de trés grupos com diferentes doses da substancia teste
(mais um de controle negativo e um positivo), com um minimo de quatro camundongos em
cada grupo e dura seis dias. Depois disso, 0s animais sdo eutanasiados e uma suspensao com
células dos linfonodos é preparada. A relacdo entre a proliferacdo encontrada em cada grupo
tratado e a do grupo controle, determina o indice de Estimulagfo (Stimulation Index - SI).
Quando o SI é maior ou igual a trés, a substancia testada € classificada como potencial causador
de sensibilizagdo cutanea (OECD, 2020).

1.2.4.2 Gl OECD n°442A — Versao ndo radioativa do LLNA

Este ensaio é uma das varia¢des ndo radioativas do LLNA. Tem o mesmo objetivo, 0
mesmo principio, e é também realizado com um minimo de trés grupos experimentais com
diferentes doses da substancia teste (mais um de controle negativo e um positivo), com um
minimo de quatro camundongos em cada grupo, mas a duracao do teste € um pouco mais longa.
Difere do anterior com relacdo ao método da dosagem da proliferacéo de linfocitos, realizada
por meio da contagem de adenosina trifosfato (ATP) por bioluminescéncia (como indicador de
proliferacdo). Apos a eutanasia dos animais, a dosagem de ATPs ndo deve ultrapassar 30
minutos. O método lucuferina/luciferase deve ser utilizado para medir a bioluminescéncia em
Unidades de Luminescéncia Relativa (ULR). A relacdo entre a proliferacdo de linfocitos
encontrada em cada grupo tratado e a do grupo controle determina o SI. Quando o SI é maior
ou igual a 1,8, a substancia testada € classificada como potencial causadora de sensibilizacdo
cutanea (OECD, 2020).
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1.2.4.3 Gl OECD n%442B — Versdo ndo radioativa do LLNA (LLNA: BrdU- Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA).

Essa € outra versdo ndo radioativa do ensaio LLNA. Tem o mesmo objetivo, 0 mesmo
principio e é também realizado com um minimo de trés grupos experimentais com diferentes
doses da substéncia teste (mais um de controle negativo e um positivo), com um minimo de
quatro camundongos em cada grupo e dura seis dias (OECD, 2020).

No Dia 1 do experimento, aplica-se a substancia teste no dorso de cada orelha dos
animais. No Dia 5, faz-se a injecdo intraperitoneal de 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU). A
substancia é um analogo néo radioativo da *H-timidina, que é incorporado pelo DNA de células
em multiplicacdo (de forma similar aquela). No Dia 6, ap6s 24 horas da injecdo do BrdU, os
animais sao eutanasiados e os linfonodos sdo dissecados e analisados. A incorporacédo de BrdU
nas células de linfonodos auriculares é analisada por meio de kits comerciais BrdU-ELISA. A
avaliacdo consiste na medicao individual em cada grupo testado comparada a medicdo obtida
no grupo tratado apenas com o veiculo. Ao final, calcula-se o SI. Resultados maiores ou iguais
a 1,6 sdo considerados positivos.

Na auséncia de informacdo sobre a dose maxima da substancia teste a ser usada, a Gl
recomenda um teste de triagem para a definigéo, antes do teste principal (OECD, 2020).

1.2.4.4 Gl OECD n°442C-Sensibilizacdo cutanea in chemico

Este procedimento trata de um teste de citotoxicidade que permite a diferenciacao entre
substancias capazes ou ndo de provocar sensibilizacdo cutanea, que envolve uma reacdo de
hipersensibilidade na area de contato (dermatite alérgica de contato) com a substancia testada
(GHS). Para essa avaliagdo, a Gl preconiza dois testes in chemico, que buscam identificar a
ocorréncia de eventos-chave desencadeadores do mecanismo responsavel pelo evento adverso
em si, isto €, pelo aparecimento da sensibilizacdo cutanea (do inglés, Adverse Outcome
Pathway-AOP). Cabe esclarecer que a via de acdo para a ocorréncia desses eventos-chave ja
foi identificada e resumida. Parte importante desse processo € a ligacdo covalente a proteinas
enddgenas: o ensaio de reatividade direta peptidica (do inglés, Direct Peptide Reactivity Assay—
DPRA) e o teste de ensaio de reatividade quimica de aminoacidos derivados (do inglés, Amino
Acid Derivative Reactivity Assay-ADRA) medem exatamente a ocorréncia dessa etapa do AOP.
No entanto, considerando que a ligacdo covalente a proteinas é apenas o primeiro evento

deflagrador no processo de sensibilizacdo cutanea, a Gl recomenda que o método ndo seja
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utilizado individualmente, mas como parte de estratégias integradas inteligentes (do inglés,
Intelligent Testing Strategies-ITS) que abordem/identifiquem outros mecanismos relevantes no
aparecimento de sensibilizacdo cutanea. O teste ndo pode ser utilizado para a avaliacdo de
substancias/compostos metalicos. A classificacdo € possivel por meio da quantificacdo
fotométrica da deplecdo peptidica (dos aminoédcidos lisina e cisteina) apds o contato com a
substancia testada. Resultados entre zero e 6,38% sé&o considerados negativos (OECD, 2020).

1.2.4.5 GI OECD n° 442D-Teste de sensibilizacdo cutanea in vitro

Assim como o item anterior, este procedimento permite a diferenciagdo entre
substancias capazes ou ndo de provocar sensibilizacdo cutanea, que envolve uma reacdo de
hipersensibilidade na area de contato (dermatite alérgica de contato) com a substancia testada
(GHS). Para esta avaliacéo de citotoxicidade, a Gl preconiza dois testes in vitro que buscam
indicar a ocorréncia do segundo evento-chave desencadeador dos mecanismos de AOP para
sensibilizacdo cutanea (atualmente ja identificados), chamado ativacdo de queratindcitos: o
teste ARE-Nrf2 luciferaseKeratinoSens™ e o teste ARE-Nrf2 luciferaseLuSens. Os testes usam
uma linhagem celular aderentes derivadas de células imortalizadas (de humanos no ARE-Nrf2
luciferaseKeratinoSens™ ¢ de ratos, no ARE-Nrf2 luciferaseLuSens) contendo o gene da
enzima Luciferase. E sabido que danos que geram processos oxidativos, como lesdes ou
inflamacGes (assim como os provocados por sensibilizadores de pele), induzem a expressdo de
determinados genes que expressam a producdo de antioxidantes, objetivando protecdo contra
0s danos gerados pelos processos oxidativos (RYAN et al., 2004). Tais genes sdo controlados
pelo elemento de resposta antioxidante (do inglés, anitoxidant response element- ARE). O fator
nuclear (Nrf2) é um fator de transcri¢do envolvido no mecanismo de resposta antioxidante, que
ao se combinar com o ARE, inicia a transcricdo génica. A enzima Luciferase (catalizadora que
transforma energia quimica em luminosa) esta presente nas linhagens celulares dos testes, sob
controle transcricional de um promotor fusionado com o elemento ARE. Dessa forma, a
expressdo de antioxidantes fica vinculada & producdo de luminescéncia e permite a
quantificacdo da viabilidade celular. Cada teste possui uma forma individual de avaliacdo dos
resultados (OECD, 2020).

No entanto, considerando que o ensaio envolve apenas o segundo evento deflagrador de
sensibilizagdo cuténea, a Gl recomenda que o método ndo seja utilizado individualmente, mas
como parte de ITSs que abordem/identifiquem outras formas informagbes que apontem outros

mecanismos relevantes dos AOPs de sensibilizacao cutanea (OECD, 2020).
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1.2.5 Ensaio de toxicidade aguda

1.2.5.1 GI OECD n° 420 — Toxicidade oral aguda - procedimento de dose fixa

Este método permite a identificacdo de efeitos adversos induzidos in vivo, assim como
a classificacdo de substancias quanto ao seu potencial de causar toxicidade aguda. Tem como
foco o estudo de dosagens moderadamente toxicas, logo, doses causadoras de morte em
roedores devem ser evitadas. Doses fixas de 5, 50, 300 ou 2.000 mg/kg de peso corporeo
(excepcionalmente 5.000 mg/kg) sdo administradas em dose Unica ou fracionada, num intervalo
maximo de 24 horas, a grupos de animais do mesmo sexo. As doses causadoras de toxicidade,
assim como aquelas que geram sinais de toxicidade sem causarem efeitos toxicos severos ou
morte, sdo identificadas por observacdo. Outros grupos de animais podem ser utilizados para
doses fixas mais altas ou mais baixas, quando necessario. O procedimento termina quando a
dose causadora de toxicidade evidente ou morte é identificada, quando ndo sdo observados
efeitos toxicos em doses elevadas ou ainda quando ocorrem mortes na menor dosagem. A
substancia é administrada em dose Unica por meio de intubacéo gastrica. O estudo tem duracao
de 14 dias e inclui medicGes, tais como registro de ganho de peso corpéreo e observacgdes de
sinais clinicos. Ao final desse periodo, os animais sdo submetidos & necropsia e a analise

histopatoldgica deve ser realizada (OECD, 2020).

1.2.5.2 GI OECD n° 423 — Ensaio de toxicidade oral aguda: TA de classe

Cada etapa deste ensaio usa apenas trés animais. O teste envolve uma sequéncia de
procedimentos, nos quais o resultado de um determina qual sera a préxima etapa, podendo nao
ser necessarios mais testes, ser necessario testar outro grupo de animais em nova etapa com a
mesma dose ou testar outro grupo de animais com a proxima dose mais alta ou mais baixa.
Dependendo da mortalidade ou do estado critico de satde que se encontrem, uma média de dois
a quatro procedimentos serdo necessarios para avaliar a toxicidade da substancia testada. Esse
método usa poucos animais e permite o ranqueamento de substancias de forma similar a de
outros com o0 mesmo fim. Baseia-se em avaliagdes biométricas com doses fixas adequadamente
definidas para classificacdo quanto a toxicidade e a avaliacdo de risco. Assim como no
procedimento de dose fixa, a substancia é administrada em dose Unica por meio de intubacdo
géstrica. O estudo tem duragdo de 14 dias e inclui medices, tais como registro de ganho de
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peso corpdreo e observacOes de sinais clinicos. Ao final desse periodo, os animais séo
submetidos a necropsia e a analise histopatologica deve ser realizada (OECD, 2020).

1.2.5.3 GI OECD n%25 — Ensaio de toxicidade oral aguda: procedimento “up and down”

O método usa roedores para calcular uma estimativa da dose letal para 50% da
populagéo na qual a dose foi administrada (DL s0) com um intervalo de confianga e permite a
classificacédo toxicoldgica da substancia de acordo com as normas internacionais harmonizadas.
Esse procedimento permite a reducdo do nimero de animais requeridos para esse fim, além de
fornecer dados relacionados a toxicidade por observacdo. Ha duas formas: o teste limite e outro
principal. O primeiro pode ser utilizado com eficiéncia para substancias cuja suspeita de
toxicidade € baixa (indicado quando se tem informacdes que sugiram a baixa toxicidade,
enquanto o segundo € mais Util nos casos em que ndo se tem informacdo nenhuma sobre
toxicidade ou quando ha informac6es disponiveis que indiquem toxicidade (OECD, 2020).

Os animais sdo testados, individualmente, em sequéncia, geralmente com um intervalo
de 48 horas. O primeiro animal € testado com uma dosagem um pouco abaixo da dose suspeita
de causar toxidade aguda. Caso morra, 0 proximo animal € testado com dose inferior e caso
sobreviva, com dose superior. Os animais sdo observados com especial atencdo durante as
quatro primeiras horas apds a administracdo da substancia e seguem sob observacdo,
geralmente, durante 14 dias, com afericdo diaria do peso corpoéreo. Todos 0s animais sdo
submetidos a necropsia. Mundialmente, a DLso € calculada por meio da estimativa de maxima
verossimilhanga (tipo de tratamento estatistico), para determinar intervalos estimados para a
DLso — quanto mais estreito for o intervalo, melhor é a estimativa da DLso (OECD, 2020).

A guia para ensaios de toxicidade oral aguda da OECD orienta sobre a escolha da Gl de

toxicidade oral aguda mais adequada para cada caso.

1.2.5.4 Gl OECD n° 129 — Estimativa da dose inicial para teste de toxicidade oral aguda

sistémica

Este € um ensaio in vitro que se baseia na capacidade de absorcdo e retencdo do NRU
por fibroblastos de roedores (3T3) ou queratindcitos da epiderme humanas (NHK). Substancias
a serem testadas sdo colocadas em contato com as células em cultura por 48 horas e ap06s o
enxague, as células sdo incubadas com o NRU. Nos casos em que houver lesdo, a viabilidade

celular seré afetada e, consequentemente, o corante ndo ficara retido. Como a concentracao de
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corante é, diretamente, proporcional ao nimero de células vivas, a citotoxicidade é expressa
pela reducdo da absorcdo do NRU, que é quantificada por espectrofotometria, num formato
dose-resposta, em busca do ICsp. O ICso encontrado € colocado numa equagéo que permite
estimar o valor da DLsg oral, favorecendo a redugdo do nimero de animais necessarios. O uso
desse teste em abordagens do tipo peso das evidéncias (Wheight of Evidence - WOE) para
abordar a dose inicial de procedimentos objetivando avaliagéo de toxicidade usando animais
pode reduzir o numero de individuos utilizados, e para substancias de maior toxicidade, pode
reduzir o numero de animais que morram durante o teste ou que requeiram eutanasia. Para a
estimativa de doses iniciais, dados in vitro devem ser considerados em conjunto com outras
avaliacdes, como por exemplo, estudos de relagdes estrutura-atividade quantitativas (do inglés,
guantitative structure-activity relationship-QSAR), DLso de substancias relacionadas, dentre
outros (OECD, 2020).

1.2.6 Genotoxicidade

1.2.6.1 Gl OECD n°487 — Teste do micronucleo em célula de mamifero in vitro

O teste do microndcleo in vitro busca verificar efeitos toxicos sobre o material genético
das células. Culturas de células humanas ou de outros mamiferos sdo expostas a substancia
teste. Durante ou ap0s a exposi¢do, as células sdo incubadas por tempo suficiente para que
possam ocorrer danos cromossdmicos ou outros efeitos no ciclo de divisdo celular que possam
levar a formacdo de micronicleo (MN). O MN ¢é formado quando o material genético sofre
fragmentacdo (podendo ser formado de cromossomos inteiros ou fragmentos) gerando uma
estrutura similar a do nucleo no citoplasma, ao lado dele, na intérfase. Essa estrutura representa
dano que foi transmitido as células filhas — a incidéncia de células binucleadas indicara o
potencial genotoxico (OECD, 2020).

1.2.7 Toxicidade reprodutiva

1.2.7.1 GI OECD n° 421-Teste de triagem para toxicidade reprodutiva e de desenvolvimento

(pré e pos-natal) (reproduction/ developmental toxicity screening test)

Este teste in vivo permite o rastreamento de efeitos toxicologicos de substancias

quimicas no processo reprodutivo de ambos os sexos, em roedores. A substancia teste é
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administrada em doses graduais para grupos de machos e fémeas, sendo recomendado que cada
grupo tenha um minimo de 10 animais, devendo ser mantida a propor¢do de um macho para
cada fémea. Recomenda-se também trés grupos teste e um controle. Machos devem ser tratados
por no minimo quatro semanas, enquanto fémeas devem ser expostas a substancia teste durante
0 periodo completo de estudo, aproximadamente 63 dias. A selecdo das doses a serem
administradas devem ser definidas com base em informacdes preliminares obtidas em estudos
de toxicidade ou de resultados de estudos de doses repetidas. Os animais sao avaliados desde o
periodo anterior ao acasalamento, até um minimo de 14 dias de lactacdo. A substancia é
administrada, diariamente, por via oral. O resultado deste estudo deve aferir: observactes
clinicas, ganho de peso corporal, consumo de &gua e alimentos, monitoramento do ciclo estral,
observacao de parametros e medic6es da prole, dosagem do horménio tireoidiano e dados de
necropsia e histopatologia. Animais sobreviventes serao sacrificados para necropsia ao final do
estudo e os que morrerem ao longo do processo também deverao ser necropsiados. Os achados
deste estudo devem ser avaliados em termos de efeitos observados, necrépsia e achados
microscopicos. A histopatologia dos testiculos e do epididimo também deve ser considerada,

em funcéo do curto periodo de tratamento dos machos (OECD, 2020).

1.2.7.2 Gl OECD n°422— Estudo de toxicidade de doses repetidas combinado com o teste de
triagem para toxicidade reprodutiva e de desenvolvimento)

Este teste permite o rastreamento de efeitos toxicologicos de substancias quimicas no
processo reprodutivo de ambos o0s sexos, em roedores. A substancia testada é administrada em
diferentes niveis de doses a grupos de machos e fémeas. Cada grupo deve ter um minimo de 10
machos e 10 fémeas, com pelo menos um grupo controle (veiculo) e trés grupos teste, sendo o
rato a espécie recomendada. Machos devem ser medicados por no minimo quatro semanas e
fémeas ao longo de todo o estudo, aproximadamente 54 dias. A substancia teste deve ser
administrada por intubagdo gastrica. Os niveis de dose a serem administrados devem ser
definidos com base em informag6es de estudos de toxicidade ou toxicocinética disponiveis. O
teste limite corresponde a 1.000 mg/kg de peso corporeo. O resultado deste estudo deve incluir:
observacdes diarias detalhadas (incluindo reacdes sensoriais a estimulos), registro do peso
corporal, consumo de &gua e alimentos e dados de necropsia e histopatologia. Os achados deste
estudo devem ser avaliados em termos de efeitos observados, dados da necropsia e achados
microscopicos. A avaliagdo deverd incluir a relacdo entre a dose administrada e a presenca ou
auséncia de observacdes (OECD, 2020).
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1.2.8 Contaminag&o pirogénica em produtos injetaveis

1.2.8.1 FB — teste de endotoxina bacteriana

Este teste, também conhecido como lisado de amebdcitos do Limulus (LAL), foi
incorporado a FB em 1996 (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003) e utiliza a hemolinfa do
caranguejo ferradura (MAGALHAES et al., 2007). Ha diversos métodos de teste de endotoxina
bacteriana, que sdo variacdes de trés versdes basicas: método de gelificacdo, turbidimétrico e
cromogénico.

No primeiro, apds a extracdo, coloca-se a hemolinfa do caranguejo Limulus Polyphemus
em contato com igual quantidade da substancia a ser testada e incuba-se a 37° C por 1 hora. Na
presenca de endotoxinas ocorre a formacdo de um coagulo e a inversdo do tubo, sem que o
contetdo escorra, é indicativo de positividade. J& na versdo cromogénica, um cromdforo é
adicionado ao complexo endotoxina-LAL. Ao ser ativada pela endotoxina, a cascata de
coagulacdo do teste de endotoxina bacteriana gera a liberacdo da proteina de cor amarela, de
forma que a cor obtida é proporcional a quantidade de endotoxina presente (MORALES, 2004).
Ha duas versbes de teste de endotoxina bacteriana cromogénico: cromogénico endpoint e
cromogénio cinético. O primeiro estd baseado na relacéo entre a concentracdo de endotoxina e
a quantidade do cromoforo liberado no final de um periodo de incubagdo. O segundo esta
baseado na medida do tempo de reacdo necessario para a mistura da reacdo atingir uma
predeterminada absorbancia ou na velocidade de desenvolvimento de cor (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019). A leitura final da quantidade de endotoxina €é, geralmente, obtida por
meio de espectrofotometria, mas é possivel fazer uma leitura qualitativa lendo as amostras,
visualmente no teste de endotoxina bacteriana cromogénico limite (MORALES, 2004). Uma
outra versao do teste cromogénico limite, também conhecida como Diazo, é uma extensao do
resultado limite de proteina (MORALES, 2004). A proteina livre se deriva para formar um
Diazo composto colorido. As versdes turbidimétricas envolvem a medida do aumento de
turbidez, decorrente da formag&o de coagulina insoltvel, monitorada espectrofotométricamente
(MORALES, 2004). O teste limite turbidimétrico esta baseado na relacdo entre a concentracéo
de endotoxina e a turbidez (absorbancia ou transmissé@o) da reacdo. Ja o cinético turbidimetrico
estd baseado no tempo de reac@o necessario para a mistura da reagéo atingir uma absorbancia
pré-determinada ou na relagdo de desenvolvimento de turbidez (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019).
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1.2.8.2 FE - MAT

O MAT € um teste de pirogénio in vitro que se baseia nos mecanismos de resposta febril
do organismo, fornecendo resultados por meio da quantificacdo de mediadores inflamatorios
(IL-1B, IL-6, TNF-a). Podem ser usadas diferentes matrizes de células e readouts (desfechos)
(Quadro 2) (MONOCYTE..,, 2010). O suplemento da Farmacopeia Europeia (2017)
reconheceu 0 MAT como um método substitutivo para produtos validados, internacionalmente,
ou quando o produto tiver sido comparado caso a caso ao teste in vivo, respeitando as limitacdes

de cada produto.

Quadro 2 - Sistemas que podem ser utilizados no MAT

Teste Sistemas Desfecho
WB/IL1B WB (Whole Blood) Dosagem de Interleucina 1
Sangue humano total
Cryo WB/IL-1 B Cryo WB (Cryopreserved Whole Blood) Dosagem de Interleucina 1
Sangue humano total criopreservado
WB/IL1B WB Dosagem de Interleucina 6
Sangue humano total
PBMC/IL-6 PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) | Dosagem de Interleucina 6
Células Mononucleares do Sangue Periférico
MM®6/IL-6 Linhagem celular monocitica Monomac 6 Dosagem de Interleucina 6

Fonte: CALDEIRA, 2015.

1.3 Caracteristicas dos nanomateriais

O termo nanotecnologia refere-se a uma éarea cientifica em plena expanséo,
caracterizada, principalmente, pela sintese de moléculas, cujo tamanho esteja entre 1 e 100
nandmetros (nm) (WARHEIT et al., 2008). Embora o termo venha sendo utilizado como
designacgéo de algo muito moderno no meio cientifico, diversos nanomateriais ja vinham sendo
utilizados industrialmente h& décadas, sem mencionar as NPs, sabidamente, existentes no
ambiente natural. O que é de fato muito novo no que se refere a nanotecnologia sdo as novas
formas de sintese e caracterizacdo (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007).

Para melhor compreensao, se faz necessario esclarecer termos recorrentes relacionados
ao assunto. O termo NPs refere-se as particulas que possuam pelo menos uma de suas
dimensdes em escala nanométrica (JEEVANANDAM et al., 2018). J& um nanomaterial é

descrito como um material natural produzido acidentalmente ou fabricado que contém
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particulas soltas, agregadas ou aglomeradas, no qual 50% ou mais das particulas apresentam,
na distribuicdo granulométrica, uma ou mais dimensfes externas no intervalo 1-100 nm
(COMISSAO EUROPEIA, 2019). NPs sdo também divididas em trés categorias principais: i)
ambientais, geradas no meio ambiente (como as encontradas em organismos, insetos, plantas,
animais, no corpo humano e em vulcdes, por exemplo); ii) ndo engenheiradas, aquelas
resultantes da acdo humana (como incineracbes) e iii) engenheiradas, que sdo as
intencionalmente produzidas pelo homem, como por exemplo, para o uso em diagndstico por
imagem. Nanomateriais engenheirados podem ser puros ou compostos por moléculas
diferentes, possibilitando uma alta variabilidade de materiais e aplicagbes (HA,2013;
JEEVANANDAM et al., 2018).

NPs sdo classificadas conforme sua dimensao, morfologia, composicdo, uniformidade
e aglomeracdo. De acordo com sua dimensdo, podem ser classificadas como 1D, quando se
tratar de particulas que recobrem filmes ou superficies finas. Ja as NPs 2D s&o nanoestruturas
ligadas a um substrato de forma estavel ou particulas livres cuja razdo de aspecto seja alta,
enguanto os nanomateriais 3D possuem essas trés diferentes dimensdes. Morfologicamente, as
NPs podem ser denominadas conforme seu formato achatado, esférico ou segundo relacéo
area/superficie. As de alta razdo de aspecto sdo os nanotubos ou nanofios (em diversos
formatos), enquanto as de baixa razdo de aspecto sdo esféricas, ovais, clbicas, dentre outras
formas. Ja quanto a composicdo, NPs podem constituir-se de um ou mais nanomateriais
(BUZEA; BLANDINO; ROBBIE, 2007). Dentre outras varias formas de categorizacao de NPs,
uma das mais difundidas leva em conta suas caracteristicas fisico-quimicas e define cinco
classes: NPs de carbono, metélicas, ceramicas, semicondutoras, poliméricas e lipidicas (KHAN
etal., 2017).

No grupo de NPs de carbono os principais sao fulerenos e nanotubos de carbono. S&o
materiais de grande interesse comercial para o uso como nanocargas (SAEED; KHAN, 2014,
2016), gas para tratamento ambiental (NGOY et al., 2014) e meio de suporte para catalises
organicas e inorganicas (MABENA et al., 2011). Ja as NPs metalicas possuem caracteristicas

opticoelétericas! especificas. Tais propriedades permitem inimeras aplicages, como o uso de

lopticoelétericas- Em nanoparticulas metalicas com didmetro menor que o comprimento de onda incidente, um
campo eletromagnético (luz) numa determinada frequéncia, induz a oscilacdo de elétrons metalicos livres por
meio da NP. Essa oscilagdo é chamada de ressonancia de plasmon de superficie (surface plasmon resonance-
SPR), e é explicada pela teoria de Mie (KREIBIG, 1995). Para os metais nobres, a ressonancia encontra-se em
frequéncias visiveis (LINK; EL-SAYED, 2006). A oscilagdo dos plasmons de superficie dos elétrons metalicos
resulta no aumento da absorcéo e do espalhamento de radiagdo eletromagnética em ressonancia com a frequéncia
SPR das NPs de metais nobres, gerando cores intensas e interessantes propriedades opticas (MIE, 1908).
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NPs de ouro (AuNPs) no diagndstico por imagem e no tratamento fototérmico do céncer
(PRASHAN et al., 2007) e o uso da prata como antimicrobiano em medicamentos e produtos
de uso doméstico (ASHA RANI et al., 2009). NPs de ceramica sdo um material inorganico ndo
metalico (SIGMUND et al., 2006) que pode ser empregado em catalises e em imagens na area
biomédica (THOMAS et al., 2015). Ja o grupo de semicondutores possui propriedades entre
metais e ndo metais e inimeras aplicacdes, como em fotocatalises e em equipamentos
eletronicos (SUN, 2000). NPs poliméricas sdo em geral organicas (KHAN et al., 2017) e podem
ser utilizadas em sistemas de distribuicdo de medicamentos (ABD ELLAH; ABOUELMAGD,
2016). Um bom exemplo é o delivery de drogas antineoplasicas, maximizando a quantidade de
medicamento que atinge o tumor, reduzindo a exposi¢do dos locais ndo alvo de tratamento
(ABOUELMAGD; YEO, 2016). A classe de NPs, cuja base é lipidica é, amplamente,
empregada na area biomédica, como por exemplo, carreadores de drogas (PURI et al., 2009) e
nas terapias de cancer, por meio do silenciamento dos genes relacionado a doenca (GUJRATI
et al., 2014). Por fim, dependendo das caracteristicas quimicas ou eletromagnéticas, as NPs
podem se apresentar dispersas ou aglomeradas (particulas magnéticas tendem a se aglomerar,
por exemplo) e neste ultimo caso, podem se comportar como particulas grandes, dependendo
do tamanho do aglomerado (BUZEA; BLANDINO; ROBBIE, 2007).

Na década de 1990, estudos envolvendo a exposicao in vivo a NPs demonstrou que 0s
roedores expostos a material nanoparticulado, em relagcdo ao grupo experimental exposto ao
composto original, apresentavam respostas inflamatdrias e fibrose pulmonar em maior grau,
mesmo em niveis de doses equivalentes (WARHEIT et al., 2007). As variacdes de
comportamento de particulas em escala nanometrica acontecem por conta de alteracfes em suas
propriedades fisico-quimicas, em funcéo de sofrerem maior manifestacdo do efeito quantico e
pelo fato de terem sua proporcao entre superficie e volume alterada. Esta Gltima gera mudancas
nos efeitos de superficie, ja que sdo os atomos de superficie os que reagirdo com o meio no qual
0 material esta inserido (PIMENTA; MELO, 2007). J& se sabe também que duas NPs de um
mesmo material e tamanho podem apresentar diferentes capacidades de agregacéo, estabilidade
e reatividade (WARHEIT et al., 2007). A vantagem do uso de NPs esta, justamente, no fato de
terem suas propriedades diversificadas, conferindo mais versatilidade e eficacia aos produtos,
e permitindo novas aplicacdes. Como exemplo, podemos citar alteracbes de cor, de
condutividade elétrica e de solubilidade de determinados materiais, a medida que vao sofrendo
reducdes em escala nanométrica. Por outro lado, passou-se, entdo, a suspeitar da possibilidade
da toxicidade das NPs serem também diferentes da do composto original (WARHEIT et al.,
2008).
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Por conta da variabilidade das NPs e suas propriedades, pesquisas que envolvam o
assunto demandam sua correta caracterizacdo, para que se obtenha dados mais concretos e
confiaveis sobre seu comportamento (HARTUNG; SABBIONI, 2011). Embora, comumente,
o0s parametros dosimétricos aferidos sejam o peso, o0 numero de particulas e a area de superficie
de NPs, o formato, as propriedades eletrofisicas e revestimentos de superficies, ndo costumam
ser descritos adequadamente nos estudos (HARTUNG; SABBIONI, 2011).

De acordo com Warheit (2008), boas praticas de estudos toxicologicos de NPs deve
compreender sua caracterizacdo fisico-quimica com relacdo ao seu tamanho, distribui¢do do
tamanho, area de superficie, cristalinidade, revestimento de superficie, reatividade de
superficie, método de sintese do nanomaterial e pureza da amostra. Para isso, utiliza-se algumas

técnicas especificas, relacionadas no Quadro 3.

Quadro 3- Principais técnicas utilizadas na caracterizacdo de NPs

Técnica Aplicacdo / Caracteristicas

Difracdo de raios-X Estrutura cristalina, tamanho da particula (LIMBACH, 2005).

Tamanho de particulas (suspenséo), distribuicdo por tamanhos

Espalhamento dindmico de luz
(BOOTZ et al., 2004).

Distribuicdo dos tamanhos das particulas/complexo (BOOTZ

Sedimentacdo por centrifugacao
sop g% et al., 2004).

Boa resolugdo, pequeno volume de amostra/lenta (POWERS et
al., 2006).

Boa resolugdo/imagens 3D, sé analisa a superficie (POWERS
et al., 2006).

Tamanho das particulas, area superficial/simples- considera as

Cromatografia de excluso por tamanho

Microscopia de forca atbmica

Avrea superficial especifica (Brunauer-

particulas como esferas monodispersas (POWERS et al.,
Emmet-Teller-BET)

2006).
Microscopia eletr6nica de varredura Morfologia da superficie, tamanho das particulas/boa
(SEM) resolucdo (BOOTZ; SCHUBERT; KREUTER, 2004)

Microscopia eletronica de transmisséo .
Estrutura local e morfologia (POWERS et al., 2006).

(TEM)
Espectroscopia de energia dispersiva de Composicdo da superficie e mapeamento elementar (POWERS
raios-X (EDX) et al., 2006).

Espectroscopia de fotoelétrons excitados
por raios-X (XPS)
Fonte: Adaptado de PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, 2010.

Andlise quimica da superficie (POWERS et al., 2006).
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Considerando a complexidade do tema, em outubro de 2011, a Comisséo Europeia (CE)
adotou uma recomendacdo de alteracdo da definicdo de NPs. Nessa ultima atualizacdo da
definicdo, a medicéo da distribuicdo do tamanho de todas as particulas primarias que possuam
de 1-100 nm presentes na amostra é exigida, independentemente de estarem livres ou como
parte de um aglomerado (CALZOLAI; GILLILAND; ROSSI, 2012). O fato tem gerado um
impacto em muitas areas diferentes da legislagdo, como o Regulamento Europeu dos Produtos
Cosméticos, onde as atuais definicdes de nanomaterial terdo que ser rediscutidas. A CE também
apontou a necessidade de ajustes apropriados dos métodos analiticos, a fim de identificar,
corretamente, os hanomateriais considerando os muitos desafios no processo analitico. Outro
ponto a ser destacado na nova recomendacao € a interagdo de NPs com constituintes da matriz,
seu potencial de acumulacdo e agregacdo e a ampla variedade de matrizes, existindo a
necessidade de abordagens analiticas integradas. Além disso, ha uma necessidade urgente de
ferramentas de garantia de qualidade, tais como métodos validados e materiais de referéncia
incluindo as NPs na matriz final (STAMM et al., 2012).

1.4 NPs e a legislacdo brasileira

Em 2013, buscando promover a inovagdo na industria brasileira e o desenvolvimento
econdmico e social, criou-se a Iniciativa Brasileira de Nanotecnologia (IBN). Desde entdo, o
MCTIC tem executado uma série de acdes de promocdo e fomento a nanotecnologia. A
participacdo do pais no programa europeu NANOREG (que objetiva dar suporte cientifico ao
processo de regulacdo e regulamentacdo de nanomateriais) e a criagdo do Sistema Nacional de
Laboratorios em Nanotecnologia-SisNANO, sdo exemplos da atuacdo do ministério (MCTIC,
2020). Mais recentemente, na Portaria n°® 3459, de 26 de julho de 2019, do MCTIC, a IBN foi
instituida como politica nacional para o desenvolvimento da nanotecnologia, um marco legal
da nanotecnologia no pais. A salde, a nanosseguranca e os alimentos constam como parte dos
temas priorizados. As acOes e programas estratégicos e estruturantes definidos pela IBN foram:
I) Sistema Nacional de Laboratérios em Nanotecnologias (SisSNANO); 1) redes do Sistema
Brasileiro de Tecnologia (Sibratec) relacionadas a nanotecnologia; Ill) programa de
certificacdo de nanoprodutos; 1V) redes de pesquisa e desenvolvimento em nanotecnologia; V)
ambientes promotores de inovacdo, como parques tecnoldgicos, incubadoras e aceleradoras de
empresas, centros de inovacao, dentre outros; e VI) cooperagOes internacionais envolvendo
nanotecnologias (BRASIL, 2019).
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1.5 Métodos alternativos e nanotoxicologia

Hartung e Sabbioni afirmaram em 2011: “A nanotoxicologia ainda ndo esta estabelecida
[...], mas o campo de métodos alternativos pode fornecer ferramentas Uteis no que diz respeito
a inovagdo tecnologica, garantia da qualidade, validacdo e aceitagdo regulatéria.” Diversos
métodos in vitro j& validados permitem adaptacdo para o emprego de NPs, embora, até o
momento - 10 anos apos a publicacdo de Hartung e Sabbioni- ndo tenham sido ainda validados
com tal finalidade. Dentre eles, pode-se mencionar: corrosdo dérmica, irritacdo cutanea,
absorcéo cutanea, irritacdo ocular, toxicidade aguda, genotoxicidade e pirogenicidade. Esses
testes podem ser usados como triagem (substituindo ou minimizando o uso de animais) ou de
forma integrada, numa bateria, os chamados métodos alternativos integrados (do inglés,
“Alternative Testing Strategies” (ATS-), podendo fornecer informacdes sobre toxicocinética e
estudos metabolicos, caracterizacdo fisico-quimica dos materiais testados e perfil toxicolégico
em modelos celulares (HARTUNG; SABBIONI, 2011). Dentre os métodos mais relevantes
utilizados como parte de ATS, pode-se mencionar o uso de métodos in vitro (combinados com
in chemico e in silico), ex vivo e in silico. Como ferramentas de avalia¢do do risco, pode-se
citar: WoE, ITS e AOP. A primeira é utilizada como instrumento para a tomada de deciséo
quando, por exemplo, se tem dados in vitro, mas ndo se tem os dados in vivo, entéo as evidéncias
sdo discutidas e analisadas (HRISTOZQV et al., 2014). As ITS combinam dados e ferramentas
analiticas buscando esclarecer perguntas que permitam reduzir a necessidade de testar cada
formulacdo. Ja as AOPs procuram identificar os diferentes eventos-chave deflagradores de uma
determinada sequéncia de novos eventos que culmina num efeito adverso. Dessa forma, os
métodos alternativos serdo fundamentais para o esclarecimento dos mecanismos de acdo dos
eventos toxicoldgicos (ANKLEY et al., 2010).

1.6 A classificacdo internacional de produtos quimicos

O Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos
Quimicos (do inglés, Global Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals
-GHS), foi desenvolvido, principalmente, pelas seguintes institui¢cbes: Organizacdo das Nacoes
Unidas (ONU), Organizacdo Internacional do Trabalho, Organizacdo para a Cooperagédo e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE), e o Subcomité de Especialistas em Transportes de
Produtos Perigosos por estradas da ONU. De acordo com o sitio eletronico do GHS: “O

Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos
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Quimicos estabelece critérios harmonizados para classificar substancias e compostos com
relagéo aos perigos fisicos, para a saude e para o meio ambiente.” O sistema inclui, além disso,
elementos harmonizados para informar dos perigos, com 0s requisitos sobre a rotulagem,
pictogramas e fichas de seguranca. O uso de produtos quimicos com diversas substancias,
composicoes e finalidades € uma realidade no mundo atual. Esse fato gerou a necessidade de
informacgdo e regulacdo para os usuarios desses produtos. Considerando o processo de
globalizacdo, as diferencas entre paises na forma de classificar e comunicar os perigos tornou
0 processo confuso e menos seguro, pois dificultava a identificacdo dos perigos pela rotulagem
(UN, 2011).
Por isso, dentre os objetivos do sistema GHS estdo:

i) Elevar a protecdo a salde humana e ambiental, permitindo um sistema
internacionalmente compreensivel para a comunicagao dos perigos;

ii) Prover um sistema reconhecido aos paises que ndo possuiam nenhum tipo de
classificagéo/ regulamentacéo;

iii) Reduzir a necessidade de testes para a avaliagdo de substancias quimicas, e

iv) facilitar o comércio internacional de substancias quimicas que tenham sido
avaliadas e testadas em critérios internacionais”

(UN, 2011).

Os critérios estabelecidos no GHS estdo baseados no que descreve o documento
chamado Livro Parpura (GHS, 2020).

Em se tratando de métodos alternativos, geralmente ndo é possivel que se possa
classificar o perigo de determinadas substancias com um unico teste. Por isso, diversas Gls da
OECD indicam a necessidade de ITSs, nas quais se usa métodos alternativos combinados para

que se alcance a adequada classificacdo da substancia.

1.7 Justificativa

Com o uso crescente de NPs em diversos produtos, de diferentes segmentos do mercado,
cresce também a exposicdo humana e ambiental. As propriedades peculiares, altamente
varidveis e ainda desconhecidas das NPs representam um vasto campo de duvidas e
consequentemente, de insegurancas, sob o ponto de vista toxicologico. Essa situagdo mostra a
necessidade de atencdo especial na avaliacdo do risco destes materiais. A avaliacdo da
toxicidade de NPs ainda € um campo novo e pouco estudado em relagcdo a nanotecnologia e ao
surgimento de novas moléculas. Os métodos alternativos, por sua vez, tém sido cada vez mais

utilizados na avaliacao toxicoldgica de ingredientes e produtos por serem metodos que agregam



48

ética e inovacao tecnoldgica nos processos regulatorios. Entretanto, existem poucos dados sobre
a transicdo do uso dos métodos alternativos atualmente existentes para aplicacdo na area de
nanotoxicologia. Assim, este estudo torna-se relevante na medida em que redne, por meio de
uma revisdo bibliografica, as informacgdes disponiveis na literatura especializada com uma
analise critica sobre o tema. O reconhecimento legal dos 25 metodos alternativos pelo
CONCEA acelera a necessidade de avaliacdo quanto a plausibilidade destes métodos serem

aplicados ao estudo de NPs, como ferramenta na avaliacao especifica desse campo de aplicacgéo.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicabilidade dos métodos alternativos reconhecidos nas Resolucdes

Normativas do CONCEA para a avaliagdo toxicoldgica de NPs.

2.2 Objetivos especificos

a)

f)

9)

Identificar estudos que utilizaram as metodologias publicadas nas RNs do CONCEA
para avaliar toxicidade de NPs;

Condensar os resultados dos estudos selecionados, segundo o objeto do estudo;
Identificar os métodos com os quais as NPs vém sendo caracterizadas, bem como, quais
caracteristicas vém sendo reportadas;

Elencar os testes realizados paralelamente aos méetodos alternativos objeto de estudo;
Identificar métodos que sejam indicados como promissores (ou ndo), pelos autores, para
0 uso em NPs;

Classificar os métodos alternativos pelos principios dos 3Rs, como: reducao,
refinamento ou substituicéo;

Analisar os resultados encontrados nas publicacGes, considerando o objeto de estudo,

levantando entraves e desafios relacionados ao tema.
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3 METODOLOGIA

Trata-se de uma revisao narrativa de literatura, que possui carater amplo e visa descrever
e discutir o “estado da arte” de determinado tema, sob o ponto de vista teoérico ou contextual,
por meio de analise e interpretacdo da producéo cientifica existente (ROTHER, 2007). Essa
sintese de conhecimentos a partir da descricdo de temas abrangentes favorece a identificagcdo

de lacunas de conhecimento para subsidiar a realizacdo de novas pesquisas.

3.1 Formulacéo da questéo norteadora

O inicio do percurso metodologico desta revisdo partiu da elaboracdo da questdo
norteadora, ou seja, do problema de pesquisa, que foi construida com base huma adaptacdo no
mnemonico PICO, desenvolvido pela Fundagdo Cochrane, no qual P refere-se a populagéo ou
Problema, | a intervencdo, C a controle ou comparacédo e O a resultados (do inglés, outcomes)
(COCHRANE HANDBOOK, 2009; SANTOS, PIMENTA, NOB, 2007).

Essa adaptacdo foi feita porque o I (intervencédo) e o C (controle) sdo aspectos referentes
a area médica, enfermagem e afins, ndo cabendo para o estudo em questdo. Para esta etapa, foi
utilizada a técnica PVO (RAMOS, 2015), onde P —refere-se a situagdo-problema, participantes
ou contexto; V —aponta para as variaveis do estudo e O —refere-se ao resultado esperado pelo
estudo.

Desse modo, na construcdo da pergunta para a busca bibliografica de evidéncias foram
utilizados:

P = Métodos alternativos reconhecidos pelo CONCEA,

V =Avaliacdo toxicoldgica de NPs;

O=ldentificar os métodos alternativos reconhecidos pelo CONCEA que podem ser
utilizados na avaliacdo toxicoldgica de NPs,

Utilizando-se a técnica PVO, chegou-se a seguinte questdo norteadora: “E possivel
aplicar os métodos alternativos reconhecidos pelo CONCEA na avaliagdo toxicoldgica de
NPs?”

3.2 Bases de dados e estratégia de busca

As buscas foram realizadas nas bases PubMed, BVS (Biblioteca Virtual em Saude),

SciELO (do inglés, Scientific Eletronic Library), OAlster (do inglés, Open Archieves Initiative
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Protocol) e BDBTD (Biblioteca Digital Brasileira de Teses e Dissertacdes); essa Ultima tendo
sido incluida para identificar estudos da literatura cinzenta (trabalhos ndo publicados, resumos,
teses e capitulos de livros). Foram utilizados os descritores (DECs e MeSH) — palavras-chave
para recuperacao dos assuntos na literatura — e termos livres (TL) — termos ndo encontrados
no DECs e no MeSH, mas de relevancia para a pesquisa. Os termos foram utilizados conforme

a estratégia de busca apresentada na Tabela 2.

Tabela 2- Descritores e estratégia utilizados na busca para a recuperacao de artigos nas bases

de dados selecionados (inicio)

Termos e estratégias de busca*

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND

nanoparticles

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND

nanomaterials

“animal use alternatives” OR “‘animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND

nanomaterials AND toxicology

“animal use alternatives” OR “‘animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND

nanotoxicology

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND

nanoparticles AND skin

“animal use alternatives” OR “‘animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND

nanomaterials AND skin

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND

nanoparticles AND eye

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND

nanomaterials AND eye

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND

nanoparticles AND phototoxicity

animal use alternatives” OR ‘“‘animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND

nanomaterials AND phototoxicity




52

Tabela 2- Descritores e estratégia utilizados na busca para a recuperacéo de artigos
nas bases de dados selecionados (concluséo)

Termos e estratégias de busca*

“animal use alternatives” OR “‘animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND
nanoparticles AND “toxicity tests, acute”

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND nanomaterials AND
“toxicity tests, acute”

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND nanoparticles AND
“acute toxicity”

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND nanomaterials AND
“acute toxicity”

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND nanoparticles AND
genotoxicity

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND nanomaterials AND
genotoxicity

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND nanoparticles AND
“mutagenicity tests”

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND nanomaterials AND
“mutagenicity tests”

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND nanoparticles AND
“reproductive toxicity”

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND nanomaterials AND
“reproductive toxicity”

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND nanoparticles AND
‘6pyr0gens’3

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND nanomaterials AND
“pyrogens”

“animal use alternatives” OR “animal testing alternatives” OR “alternative methods” AND nanoparticles OR
nanomaterials AND “limulus amebocyte lysate” OR “monocyte activation test”

* Na plataforma BVS, as aspas foram substituidas por parénteses. No filtro relacionado a base de dados
selecionou-se a MEDLINE e o no filtro de assunto principal, selecionou-se: NPs, alternativas aos testes em
animais e testes de toxicidade.

Fonte: A autora, 2019.

Os cruzamentos desses descritores foram realizados em lingua inglesa, com filtros
para a recuperacao de artigos em portugués, inglés e espanhol. N&o se utilizou nenhum tipo
de restricdo temporal. As buscas foram realizadas entre 01/02/2020 e 01/03/2020.
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3.3 Processo de selecdo dos artigos

A triagem dos artigos foi realizada com base nos titulos e resumos dos estudos
recuperados e suas correlagcdes com o objeto de estudo. Para a selecdo final, realizou-se a leitura

dos trabalhos na integra.

3.3.1 Critérios de inclusdo

Os estudos foram selecionados com base nos seguintes critérios de inclusdo:
1) publicacBes nos idiomas portugués, inglés e espanhol;
1) trabalhos que abordassem o uso de metodologias alternativas constantes das RNs n°
18/14, n° 31/16 e n°45/19 do CONCEA, para os mesmos desfechos destas RNs e na avaliacao
toxicologica de NPs;
1) estudos que ndo tivessem mencionado as Gls da OECD como fonte metodoldgica, mas
que tivessem informado utilizar os protocolos metodoldgicos dos kits comerciais recomendados
pelas RNs (Gls da OECD) foram incluidos neste trabalho, desde que estivessem de acordo com
oitem1) e,
V) estudos cujos testes constassem das RNs, mesmo que ndo tivessem sua fonte
metodolodgica identificada pelo autor, desde que, apds um processo comparativo, tenham sido
considerados de acordo com a metodologia descrita nas Gls da OECD pelos autores do presente

estudo. Sempre condicionando a incluséo ao item ).

3.3.2 Critérios de exclusao

Os fatores de excluséo utilizados no processo de selecéo dos estudos foram:
1) publicacGes em duplicata;
1) estudos de revisao da literatura e capitulos de livros;
1) trabalhos que utilizassem analises, tipos celulares ou kits comerciais que ndo 0s
recomendados pelas normas de interesse, ainda que possuissem os mesmos desfechos das Gls
da OECD objeto deste trabalho e informassem sua fonte metodologica como sendo alguma(s)
da(s) normas recomendadas pelas RNs, e

IV)  publicagdes que abordassem o uso de estratégias integradas de método alternativos
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3.3.3 Extragéo dos dados

A extracdo dos dados foi realizada de acordo com os objetivos especificos pretendidos.
Assim, ficou definida a extracdo dos seguintes dados, para cada estudo encontrado nos
resultados:

- Identificacdo das NPs estudadas em cada artigo;

-Forma fisica das NPs utilizadas;

- Doses e concentrages utilizadas;

-Atributos aferidos na caracterizagcdo das NPs;

- Métodos utilizados para a caracterizacdo das NPs;

-Controles utilizados;

- Interferéncias identificadas decorrentes da utilizacdo de NPs;

- Formas de superar as interferéncias descritas, quando mencionadas;
- Identificacdo dos testes objeto de estudo;

-Testes realizados paralelamente aqueles objetos de estudo;

- Conclusdo dos autores sobre a aplicabilidade do teste objeto de estudo;

-Testes ndo objeto de estudo que tenham sido identificados pelos autores como promissores.

3.4 Avaliacdo critica dos resultados

Ao longo do estudo buscamos verificar que tipos de comparacdes foram feitas em
relagdo as metodologias utilizadas e se havia convergéncias ou divergéncias nos resultados e os
motivos destas, quando identificadas. Procuramos também identificar interferéncias relatadas,
suas causas e possiveis alternativas para evita-las. Além disso, verificamos os processos de
caracterizacdo das NPs e discutimos os resultados frente ao que encontramos na literatura
técnico-cientifica como exemplo de adequacdo e boas praticas, de modo a garantir
confiabilidade dos estudos de avaliacdo nanotoxicologica.
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4.1 Selecdo dos artigos elegiveis
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Foi encontrado um total de 1.429 estudos. Desses, 1.384 foram recuperados nas bases
de dados - 452 provenientes da Pubmed, 932 da BVS, 1 da SciELO e 44 na literatura cinzenta-

cinco da BDBTD e 39 do OAlster. Do total, eliminamos 466 artigos que se encontravam em

duplicata, de forma que restaram 963. Apos a leitura dos resumos destes, 946 artigos foram

eliminados conforme os critérios de inclusdo e exclusdo definidos, de forma que 17 artigos

seguiram para a leitura completa. Dentre eles, 8 foram considerados elegiveis para serem

analisados criticamente (Tabela 3). Dentre o0s 9 artigos excluidos, os motivos para a eliminacao

de acordo com os critérios inclusdo e exclusao foram:

i) O uso de analises, tipos celulares ou kits comerciais que ndo constam das Gls da

OECD (trés artigos);

ii) Uso dos testes que constam nas RNs do CONCEA para desfechos diferentes dos

definidos nas RNs (quatro artigos);

iii) Uso de estratégias integradas (um artigo);
iv) Estudos de reviséo (um artigo).

O fluxograma do processo de selecdo de artigos foi representado na Figura 1.

Tabela 3- Resultados obtidos em cada base de dados, para cada cruzamento de descritores e

termos livres (inicio)

Termos de busca PUBMED | BVS* | SciELO | BDBTD | OAlster
“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND 104 728 1 5 13
nanoparticles **
“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND 112 55 0 0 10
nanomaterials
“animal use alternatives” OR “animal testing 30 0
alternatives” OR “alternative methods” AND 1 0 0

nanomaterials AND toxicology




Tabela 3- Resultados obtidos em cada base de dados, para cada cruzamento de descritores

e termos livres (continuagéo)
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Termos de busca

PUBMED

BVS *

SciELO

BDBTD

OAlster

“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND

nanotoxicology

21

11

“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR alternative methods” AND

nanoparticles AND skin

104

42

16

“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND

nanomaterials AND skin

“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND

nanoparticles AND eye

13

“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND

nanomaterials AND eye

“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND

nanoparticles AND phototoxicity

“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND

nanomaterials AND phototoxicity

“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND

nanoparticles AND “toxicity tests, acute”

“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND

nanomaterials AND “toxicity tests, acute”

“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND

nanoparticles AND “acute toxicity”




Tabela 3- Resultados obtidos em cada base de dados, para cada cruzamento de descritores

e termos livres (continuacao)

Termos de busca

PUBMED | BVS* | SciELO | BDBTD | OAlster

“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND 3 0 0 0 0
nanomaterials AND “acute toxicity”
“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND 1 6 0 0 0
nanoparticles AND genotoxicity
“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND 2 0 0 0 0
nanomaterials AND genotoxicity
“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “‘alternative methods” AND 1 2 0 0 0
nanoparticles AND “mutagenicity tests”
“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND 1 0 0 0 0
nanomaterials AND “mutagenicity tests”
“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND 1 1 0 0 0
nanoparticles AND “reproductive toxicity”
“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND 0 0 0 0 0
nanomaterials AND “reproductive toxicity”
“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND 0 0 0 0 0
nanoparticles AND “pyrogens”
“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND 0 0 0 0 0
nanomaterials AND “pyrogens”/
“animal use alternatives” OR “animal testing
alternatives” OR “alternative methods” AND

41 55 0 0 0

nanoparticles OR nanomaterials AND “limulus

amebocyte lysate” OR “monocyte activation test”
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Tabela 3- Resultados obtidos em cada base de dados, para cada cruzamento de descritores

e termos livres (conclusao)

Termos de busca PUBMED | BVS* | SciELO | BDBTD | OAlster
TOTAL 452 932 1 5 39
Fonte: A autora, 2019.

Figura 1 - Fluxograma do processo de selecao de artigos

1429 estudos levantados nas bases de dados * 466 duplicatas eliminadas
44 estudos recuperados da literatura cinzenta

}

963 publicagdes selecionadas * 946 estudos exchidos apos a leitura dos resumos

\

17 artigos selecionados para leitura completa

}

8 trabalhos selecionados para estudo

Fonte: A autora, 2020

4.2 Avaliacéo critica dos artigos selecionados

Todos os artigos selecionados foram publicados em lingua inglesa. O estudo mais antigo
foi publicado em 2010 e o mais recente, em 2018 (Tabela 4). A auséncia de artigos publicados
antes de 2010 e apds 2018 neste trabalho se justifica pelo fato de terem sido excluidos ao longo

do processo seletivo, baseado em critérios de inclusdo e exclusdo bem definidos.



61

Tabela 4 - Detalhamento dos artigos selecionados

NUmero Titulo Ano Periddico Autores
do artigo
#1 Skin corrosion and irritation of Toxicological Hyejin Kim, Jonghye Choi,
nanoparticles using research Handule Lee, Juyoung Park,
Reconstructed Three- | 2016 Byung-Il Yoon, Seon Mi Jin
dimentional Human skin model, e Kwangsik Park
EpiDerm™
#2 Analysis for the Potential of Toxicology invitro | Park, Yoon-Hee,
Polystyrene and TiO2 | 2011 SangHoonJeong, Sang Min
Nanoparticles to Induce Skin Yi, ByeongHyeok Choi, Yu-
Irritation, Phototoxicity, and Ri Kim, In-Kyoung Kim,
Sensitization. Meyoung-Kon  Kim, e
SangWook Son.
#3 Toxicity of silver nanoparticle in | 2014 Journal of | Jing Zou, Hao
rat ear and BALB/c 3T3 cell line Nanobiotechnology | Feng, MarikaMannerstrom,
TuulaHeinonen, lImariPyykk
0
#4 The Applicability of | 2016 Toxicology in vitro | Mannerstrém, Marika, Jing
Conventional Cytotoxicity Zou, Tarja Toimela,
Assays to Predict Safety/Toxicity lImariPyykko e
of Mesoporous Silica TuulaHeinonen.

Nanoparticles, Silver and Gold
Nanoparticles and Multi-Walled
Carbon Nanotubes.

#5 Ambiguities in applying | 2010 Nanomedicine Marina A Dobrovolskaia,
traditional Limulus Amebocyte Barry W Neunl, Jeffrey D
Lysate tests to  quantify Clogston, Hui Ding, Julia
endotoxin  in  nanoparticle Ljubimova e Scott E McNeil
formulations.

#6 LAL Test and Rabbit Pyrogen | 2018 Asian Journal of | Jin, Yanan, Juanjuan Jia,
Test (RPT) for Endotoxin Pharmaceutical Chan Li, JiangiXue, Jiabei
Detection of CPT-11/DSPE- Sciences Sun, Kaiyuan Wang, Yaling
MPEG2000 Nanoformulation: Gan, Jing Xu, Yaqin Shi, e
What If Traditional Methods Are Xingjie Liang
Not Applicable?

#7 Interference of Silica | 2014 Innate Immunity Kucki, Melanie, Christian
Nanoparticles with the Cavelius, e Annette
Traditional Limulus Amebocyte Kraegeloh.

Lysate Gel Clot Assay.

#8 Contamination of nanoparticles | 2012 Particle and Fibre | Smulders, Stijn, Jean-Pierre
by Endotoxin: Evaluation of Toxicology Kaiser, Stefano Zuin, Kirsten
Different Test Methods. L. Van Landuyt,

LuanaGolanski,
JeroenVanoirbeek, Peter

Wick, e Peter Hm Hoet.

Fonte: A autora, 2020


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zou+J&cauthor_id=25467963
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Feng+H&cauthor_id=25467963
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Feng+H&cauthor_id=25467963
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mannerström+M&cauthor_id=25467963
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Heinonen+T&cauthor_id=25467963
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pyykkö+I&cauthor_id=25467963
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pyykkö+I&cauthor_id=25467963
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De um total de 25 metodologias identificadas, foram encontradas apenas seis que
constam nas RNs. Identificou-se um artigo que trata de irritacdo cutanea (Gl OECD n°439) e
corrosdo dérmica (Gl OECD n° 431), um que trata de irritacdo cutanea (GI OECD n°439),
fototoxicidade (Gl OECD n°432) e sensibilizacdo cutanea (Gl OECD n° 442B), dois que tratam
de toxicidade aguda (Gl OECD n° 129) e quatro que tratam da deteccdo de endotoxinas — FB
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019), conforme Tabela 5.

Tabela 5 - Identificacdo das metodologias de interesse encontradas em cada artigo

Ndmero do artigo Desfecho Metodologia de interesse

Artigo#1 Corrosdo dérmica - Gl OECD n° 431

Irritagdo cuténea - Gl OECD n°439
Artigo#2 Irritagdo cuténea - Gl OECD n° 439

Fototoxicidade - Gl OECD n° 432

Sensibilizacdo cutanea - Gl OECD n° 442B
Artigo#3 Toxicidade aguda - Gl OECD n° 129
Artigo#4 Toxicidade aguda - Gl OECD n° 129
Artigos#5 a #8 Detecc¢do de endotoxinas -FB (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2019) -teste de endotoxina bacteriana

Fonte: A autora, 2019.

A OECD apresenta guias contendo tanto metodologias in vivo, quanto de reducédo e
refinamento (in vivo/in vitro) e de substituicdo (in vitro). A GlI OECD n° 442B (sensibilizacéo
cuténea) € o Unico teste in vivo objeto de estudo dentre os resultados encontrados. Os demais
artigos realizaram apenas métodos in vitro, para a substituicdo do uso de animais: Gls n°® 439
(irritacdo cutanea), n° 431 (corrosdo dérmica), n® 432 (fototoxicidade) e n® 129 (toxicidade
aguda) da OECD e o teste de endotoxina bacteriana. Os artigos #2 e # 3 realizaram o

experimento in vivo comparativamente.

4.2.1 Caracterizacdo e administracéo das NPs

Diferentes formas de caracterizagdo e administragdo de NPs foram utilizadas nos artigos

encontrados ao longo deste estudo.
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O artigo #1 avaliou a toxicidade de NPs de ferro (FeNPs), NPs de 6xido de aluminio
(Al203NPs), NPs de didxido de titanio (TiO2NPs) e NPs de prata (AgNPs) (Gls OECD n° 431
para corrosdo dérmica e 439 para irritacdo cutdnea). FeENPs e TiO2NPs e AgNPs foram
adquiridas em p6 (AgNPs dispersa em polivinilpirrolidona-PVP). As Al,OsNPs foram diluidas
em &gua, conforme recomendacdo do fabricante. Os autores fizeram a caracterizacdo das
particulas por TEM para FeNPs (35 a 45 nm), AgNPs (<100nm) e Al.O3NPs (30-60 nm).
TiO2NPs (particulas primérias de 20 nm) foram fornecidas pela OECD e o0s autores reportaram
os dados informados pela organizacdo. Todas as NPs foram administradas nos tecidos da
mesma forma que foram adquiridas, com excecéo para Al2O3NPs, que foi diluida de acordo com
a orientacdo do fabricante, antes de ser administrada. A distribuicdo do tamanho das NPs foi
avaliada por TEM. Foram mencionados os graus de pureza, das FeNPs e da AgNPs, mas este
dado ndo foi informado para as TiO2NPs e as Al,O3NPs. Os autores informaram o status de
agregacéo apenas para TiO2NPs, dados fornecidos pela OECD, doadora da NP. Os atributos de
caracterizacgéo aferidos no estudo, bem como as concentracdes utilizadas constam na Tabela 7.
Utilizou-se NPs em po, 25 mg, conforme orientacdo da Gl, que foram administradas sobre o
modelo cutaneo. Observou-se leve agregacdo quando as NPs foram colocadas em contato com
a superficie da pele. Para as (Al2OsNP) a concentracdo aplicada foi de 50 pL (conforme
orientacdo da GlI).

O artigo #2 avaliou NPs de poliestireno (tamanho médio 50 nm) e TiO2NPs (tamanho
médio<25 nm) (Gls OECD n° 431 para corrosdo dérmica, n® 432 para fototoxicidade e n°® 442B
para sensibilizacdo cutanea). Os autores fizeram a caracterizacao identificando a composicao
quimica e distribuicdo de tamanho das NPs por TEM. Para as NPs de poliestireno utilizou-se:
no ensaio MTT, concentragdes entre 1-1.000 pg/ml, bem como no modelo HSEMS, enquanto
no teste de Draize utilizou-se 0,5 ml na concentragdo de 1.000 pg/ml. J& nas TiO2NPs foram
utilizadas concentracdes entre 25 e 1.000 pg/ml no MTT e entre 1 e 100 pug/ml no modelo
HSEMS e 0,5 ml na concentragdo de 100 pg/ml, no teste de Draize (Tabela 7).

O artigo #3 avaliou o potencial de toxicidade de AgNPs (tamanho médio= 100 nm) e
AgNOsNPs (tamanho médio= 100 nm) (Gl OECD n° 129 para TA). Segundo os autores, a
caracterizagcdo completa das NPs seria publicada separadamente, no entanto, o documento ndo
foi localizado por n6s. Uma das técnicas utilizadas para a caracteriza¢do de NPs foi SEM, para
a avaliacdo morfologica e de tamanho. J& os atributos de tamanho hidrodindmico e potencial
zeta, foram aferidos por DLS (Tabela 7).

Dentre o0s testes de citotoxicidade realizados pelo artigo #3, estd 0 3T3-NRU-GI OECD

n° 129, que estima a dose inicial para teste de toxicidade oral sistémica. Além deste, os autores
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executaram ainda, usando a mesma linhagem celular (Balb/c3T3) 0 ensaio enzimatico de oxi-
redutase dependente de NAD (P)H celular (NAD (P)H (do inglés, dependent cellular
oxireductase enzyme assay- WST-1), a dosagem de ATP celular total e coloracao de iodeto de
propidio. Os estudos in vitro envolveram oito concentracGes diferentes, sendo a faixa final de
estudo 0,67-10,0 pg/ml. O meio celular contendo 10% de &gua deionizada foi usada como
controle do veiculo. No ensaio in vivo desenvolvido pelo artigo #3, 40 pl de solucdes de 200,
2.000 e 4.000 pg/ml de cada NPs estudada foram injetadas por via transtimpanica na nos ratos.
Utilizou-se 14 ratos machos pesando entre 287 g e 524g para a avaliacdo de ressonancia
magnética (do inglés, magnetic resonance imaging- MRI) e 14 ratos machos pesando entre 330
e 410 g para a avaliacdo da audiometria do tronco encefalico (do inglés, auditory brainsteem
response- ABR), conforme Tabela 6. Os autores informaram a estabilidade das AgNPs em
perilinfa artificial, uma vez que a perilinfa seria o principal fluido com o qual as NPs teriam

contato apds sua administragéo.

Tabela 6 - Agrupamento dos ratos utilizados para a avaliacdo de MRI1 e ABR, apds a

administracdo transtimpanica de (Ag NPs)

MedicGes | NUmero de ratos expostos a variadas concentracfes de (Ag NPs) em tempos

diferentes

400 pg/ml 200 pg/ml* 2000pg/ml

5h 2d 4d 7d 5h 2d 4d 7d 5h 7d

2 - - 2 7 - - - 5 5
MRI

- 7 7 7 - 7 7 7 - -
ABR

Trés * ratos que receberam injecGes de 400 pg/ml de AgNPs foram agrupados no grupo de 200 pg/ml

no estudo de MRI.
Fonte: Zou et al., 2014.

O artigo #4 testou a aplicabilidade de métodos, tradicionalmente, usados para produtos
quimicos para a determinacao de toxicidade de NPs em diferentes tipos celulares de mamiferos.
Utilizou-se AuNPs (13 £ 1 nm), AgNPs (20 + 7 nm), MWCN (tamanho= 10 + 1 nm) e dois
tipos de NPs de silica mesoporosa (do inglés, mesoporous silica nanoparticles-MSNP)
(MSNP1=212 + 52 nm e MSNP2= 239 + 50 nm) em fibroblastos Balb/c 3T3, usando 0 ensaio
3T3-NRU-GI OECD n° 129, que estima a dose inicial para teste de toxicidade oral aguda
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sistémica. Paralelamente, as mesmas NPs foram testadas em outros tipos celulares, usando o
ensaio WTS-1 (Tabela 7).

Os autores publicaram um quadro com a caracterizacao das NPs na forma adquirida do
fornecedor, que contempla composicdo quimica, superficie de area avaliada por teste de
endotoxina bacteriana (apenas para as MSPN1 e MWCNT), tamanho médio e hidrodindmico,
avaliado por TEM e DLS, morfologia, cobertura, potencial zeta e a forma fisica. Publicaram
também os resultados da avaliacdo do potencial zeta e do potencial hidrodindmico apds o
contato com o meio celular de cada ensaio. De acordo com os dados informados, 0s autores
identificam que o tamanho das MSNPs 1 e 2 ultrapassam 100 nm, o que vai de encontro a
defini¢do das nanoparticulas. MSNP1, MSNP2 e MWCNT foram fornecidos em p0, enquanto
AgNPs e AuNPs, em suspensdo aquosa (Tabela 7).

O artigo #5 testou AuNPs estabilizadas em citrato, NPs de acido poli(b,L-maélico)
(PMLANPs), NPs de polietilenoglicol (PMLA-PEGNPS) e dendrimeros de poliamidoamina
(dendrimeros de PAMAM) em diferentes modalidades de teste de endotoxina bacteriana. A
caracterizacdo das NPs foi feita por DLS, para avaliacdo do tamanho hidrodindmico e avaliacao
do potencial zeta, a fim de determinar o potencial eletrostatico de superficie (Tabela 7). Os
autores mencionam o processo de sintese das PMLA-PEGNPs, bem como sua purificacdo para
evitar a presenca de endotoxinas, pelo método Aida e Pabst.

O artigo #6 testou a deteccdo de endotoxinas numa nanoformulagdo micelar
antineoplasica contendo cloridrato de irinotecano e DSPE-mPEG2o00 (1, 2-distearoil-sn-glicero-
3-fosfoetanolamina-metoxi-polietilenoglicol), por meio do teste de endotoxina bacteriana
gelificacdo e do RPT. A imagem da nanoformulagéo foi feita por TEM, enquanto o tamanho
hidrodinamico e o potencial zeta foram avaliados por DLS. A eficiéncia de encapsulacdo
também foi avaliada. Os autores publicaram em separado um documento com a descri¢do da
sintese e a caracteriza¢do da nanoformulagdo; documento localizado por nés (LI et al., 2016),
conforme Tabela 7.

O artigo #7 buscou avaliar a capacidade do teste de endotoxina bacteriana, na versao
gel, em identificar adequadamente a presenca de endotoxinas nas NPs. Foram utilizadas seis
dispersdes de NPs de silica, puras (Silica-1-25, Silica -2, Silica-3-80, Silica-4-130, Silica-5
NPs) ou peguiladas (revestidas por polietilenoglicol- Silica-6 + PEG'NPs) e 4 de 6xido de ferro
revestidas por silica (FexOy@SiO2-1, FexOy@SiO2-2f, FexOy@Si02-3f, FexOy@SiO2-4'
NPs). O processo de caracterizagdo fisico-quimica se deu por TEM e SEM para a identificacdo
do tamanho primério da particula, DLS para avaliagdo do potencial hidrodindmico e medicéao
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do potencial zeta por um Zetasizer Nano (Tabela 7). Os autores também avaliaram o pH das
amostras.

O artigo #8 buscou verificar a confiabilidade dos seguintes métodos de deteccdo de
endotoxinas para NPs: Teste de endotoxina bacteriana na versdo gel, dois tipos de teste de
endotoxina bacteriana cromogénicos (teste de endotoxina bacteriana cromogénico e endosafe-
Portable Test System), um método baseado no uso de células repdrter que contém o receptor
TLR4 (Toll Like Receptor 4) e 0 méetodo de extracdo de endotoxinas para NPs descrito na norma
ISO 29701:2010. Utilizou-se TiO2NPs, AgNPs e NPs de carbonato de céalcio (CaCO3NPs),
adquiridos em po, e NPs de SiO2 (SiO2NPs) em suspensao, nas concentrac@es de 12,5 pg/ml,
50 pg/ml e 200 pg/ml. As NPs foram caracterizadas por TEM e SEM para avaliacdo da
distribuicdo de tamanho e morfologia, por DLS para o tamanho hidrodinamico.

A Tabela 7 resume os dados informados sobre a caracterizacdo e administracdo das NPs nos

artigos encontrados na presente reviséo.

Tabela 7 - Dados informados sobre a caracterizacdo e administracdo das NPs nos trabalhos

objeto de estudo (inicio)

NUmero | NPsestudadas | Graude | Forma fisica Doses/ Técnica(s) de caracterizacdo das
do Artigo pureza . . NPs/Atributos das NPs/Fonte do
administrada | concentracdes material
utilizadas

-Sem Recobrimento

(FeNPs) 99,5% | P6 negro HSEM: 25 mg | Analises realizadas pelos autores:
(tragos TEM-tamanho médio:
de metal
e 35a45nm
oxigénio (Sigma-Aldrich)
<3%)
#1 _
-Sem Recobrimento
(AlO3NPs) NI* Suspensdo HSEM: 50 uL | Analises realizadas pelos autores:
. 0 agua TEM-distribui¢do do tamanho
(20%) o
médio:
30-60 nm

(Sigma-Aldrich)
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Tabela 7 - Dados informados sobre a caracterizacdo e administracdo das NPs nos trabalhos
objeto de estudo (continuacéo)

NUmero do | NPs estudadas Grau de Forma fisica Doses/ Técnica(s) de
Artigo pureza o . caracterizacao das
administrada concentragdes NPs/Atributos das
utilizadas NPs/Fonte do material
-Sem Recobrimento
(AgNPs) 99,5% Pé cinza escuro Anélises realizadas pelos
com PVP como autores:
dispersante HSEM: 25 mg o
(tracos de metal) TEM - dls:tr!buu;ao do
tamanho médio:
<100 nm
(Sigma-Aldrich)
#1 -Sem Recobrimento
(TiO2NPs) NI* P (carater Informado pelo
hidrofilico - fornecedor (OECD):
agregados de | HSEM: 25 mg .
particulas TEM- tamanho médio:
primarias) Particulas primarias de
~20 nm (P-
25/Aeroxide®),
-Avaliacéo dos
agregados:  Agregados
de vérias centenas de nm
em tamanho.
(IndUstria Evonik)
poliestireno NI* Contas de Latéx | -MTT: entre 1 e | -Sem Recobrimento
NPs (latex beads), 1.000 pg/ml . )
dispersas em Anélises realizadas pelos
PBS** - HSEMS: entre | autores:
1e1.000 pg/ml .
-TEM- tamanho médio:
-Draize: 0,5 ml
na concentrago | 20 NM
de 1.000 pg/ml | (5igma — Aldrich)
#2 -Sem Recobrimento
TiO2 NPs NI* P6, disperso em | -MTT: entre 25 e | Analises realizadas pelos

PBS**

1.000 pg/ml

-HSEMS: entre 1
e 100 pg/ml

- Draize: 0,5 ml
na concentragéo
de 100 pg/ml

autores:

-TEM- distribuicdo de
tamanho médio

<25nm

(Sigma — Aldrich)
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Tabela 7- Dados informados sobre a caracterizacdo e administracdo das NPs nos trabalhos
objeto de estudo (continuacéo)

NUmero do NPs Grau de Forma fisica Doses/ Técnica(s) de caracterizagdo
Artigo estudadas pureza administrada . das NPs/Atributos das
CUTEEITOIES NPs/Fonte do material
utilizadas
-Sem Recobrimento
AgNPs- NI* Suspensao -BALB/c 3T3 | Andlises realizadas  pelos
contendo em agua e demais | autores:
olivinilpir deionizada ensaios in . ,
Folidonap vitro: -SEM: morfologia- particulas
PVP, como concentragio esféricas; tamanho médio= 100
#3 dispersante final- 0,67 a|™
10,0 pg/ml -DLS: tamanho
In vivo hidrod!némico: 117 + 24 nm;
(injecdo potencial zeta= -20 + 9 mV)
transtimpénica | ia Fi 1tali
). vol.: 4oyl (Colorobbia, Firenze, Italia)
-200 pg/mi
-2.000 pg/ml
- 4.000 pg/mi
-Recobrimento por Citrato
AUNPs NI* Suspensdo | -Concentracdo | Andlises realizadas  pelos
aquosa final: 0,03 a 6 | autores:
pg/ml , . x
-BET: é&rea superficial- ndo
informado
-TEM: tamanho= 13 + 1 nm;
forma esférica
DLS: tamanho
hidrodindmico= 18 + 2 nm;
potencial zeta=60,7 mV
(Inmetro)
-Recobrimento por PVVP
AgNPs NI* Suspensdo | -Concentragdo | Analises  realizadas  pelos
#4 aquosa final: 0,67 a 10 | autores:
pg/ml

-BET: érea superficial- ND**

-TEM: tamanho 20 + 7 nm;
forma, amorfo e polidisperso

-DLS: tamanho
hidrodinamico= 20 a 116 + 7
nm; potencial zeta=17,1 mV

(Colorobia)
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Tabela 7- Dados informados sobre a caracterizacdo e administracdo das NPs nos trabalhos
objeto de estudo (continuacéo)

NUmero do NPs Grau de Forma fisica Doses/ Técnica(s) de caracterizagdo das
Artigo estudadas pureza administrada . NPs/Atributos das NPs/Fonte do
concentragdes 3
s material
utilizadas
-Sem recobrimento
MSNP1 NI* P6 -Concentragdo | Analises realizadas pelos autores:
final: 4,7 a , -
1000 pg/ml -BET: area superficial = 910 + 42
m?/g
-TEM; tamanho= 212 + 52 nm;
forma esférica e mesoporosa
- DLS: tamanho
hidrodinamico=600 + 115 nm;
potencial zeta= - 35,7 mV
(Nanoldgica)
-Sem recobrimento
MSNP2 NI* Po -Concentragdo | Analises realizadas pelos autores:
final: 47 a
' -BET: area superficial- ndo
1000 pg/ml
Hd declarado
#4
-TEM (tamanho, forma); 239 + 50
nm, esférica e mesoporosa
-DLS: tamanho hidrodindmico=
462 nm; potencial zeta=
-43,6 mV
(Nanoldgica)
-Sem recobrimento
MWCNT NI* Po -WST-1: Anélises realizadas pelos autores:
Concentragdo , ..
final:20.2 a -BET: &rea superficial= 265 + 18
:20, 5
300 pg/ml m/g
. -TEM: tamanho= 10 +1; forma
BALB/c3T3N | tubular, comprimento >1000 nm
RU: -DLS: tamanho hidrodindmico=
0,45 a 31,48 NA —néo aplicavel, PZ+ 56,2 mV
ug/ml (Nanocyl)
-Recobrimento por citrato
#5 AUNPs NI* Dispersdoem | NI* DLS: tamanho

agua livre de
endotoxinas

hidrodindmico=34,4 + 0,3 nm;
potencial zeta 30,2 + 2,2 mV
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Tabela 7- Dados informados sobre a caracterizacdo e administracdo das NPs nos trabalhos
objeto de estudo (continuacéo)

Numero | NPsestudadas | Grau Forma fisica Doses/ Técnica(s) de caracterizagdo das
do Artigo de administrada . NPs/Atributos das NPs/Fonte do
pureza concentragoes material
utilizadas
-Sem Recobrimento
PMLA NP NI* Dispersdo em | NI* DLS: tamanho
agua livre de hidrodindmico=11,7 + 0,2 nm;
endotoxinas potencial zeta= -22,7 + 1,1 mV
#5 Sem Recobrimento
PMLA-PEG NI* Dispersdoem | -RPT-
NP agua livre de 1,5mg/kg em
endotoxinas 10 ml. DLS: tamanho
hidrodinamico=18,8 + 6,1 nm.;
potencial zeta=-6,3 = 0,6 mV.)
-Sem Recobrimento
Dendrimeros NI* | Dispersdoem | NI* -DLS: tamanho hidrodindmico=
de PAMAM agua livre de 7,0 + 0,2 nm; potencial zeta=-36,6
endotoxinas +22mV
-Sem Recobrimento
cloridrato de NI* P6, disperso -Concentragdo | Analises realizadas pelos autores:
irinotecano e em agua livre | final: 0,125 ) -
DSPE- de mg/ml TEM: tamanho médio
MPEG2000NPs endotoxinas RPTL: 28| ~10nm
46 mg/ml N3 | DLS: tamanho hidrodindmico

dosagem de 10
ml/kg;

-RPT2: 11
mg/ml em um
volume
reduzido, de 1
ml/kg

monodisperso = 15,1 + 0,8 nm;
potencial zeta=

-46+13mV
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Tabela 7- Dados informados sobre a caracterizacdo e administracdo das NPs nos trabalhos
objeto de estudo (continuacéo)

NUmero NPs Grau de | Forma fisica Doses/ Técnica(s) de caracterizagdo das
do Artigo | estudadas pureza | administrada . NPs/Atributos das NPs/Fonte do
concentragdes material
utilizadas
-Recobrimento por PEG
Silica-3-80 NI* Disperséo -62,5 pg/ml Analises realizadas pelos autores:
NPs em agua
Iivre%e (MDV) -TEM/SEM: tamanho primario da
endotoxinas | -125 pg/ml particula= 80 + 5 nm
2250 pg/ml -DLS: tamanho hidrodindmico=
84,2 + 6,7 nm; potencial zeta=-42,3
-500 pg/ml mV.
-1000 pg/ml (Hartlen)
#7
-Recobrimento por PEG
Silica-4-130 NI* Dispersdo -62,5 pg/ml Andlises realizadas pelos autores:
NPs em &gua
Iivre%e (MDV) -TEM/SEM: tamanho primério da
endotoxinas | -125 pg/ml particula=128,3 + 11,0 nm
- DLS: tamanho
-250 pg/ml
Hg hidrodindmico=141,4 + 15 nm;
-500 pg/ml potencial zeta=-40,5 mV
-1000 pg/ml | (Hartlen)
-Recobrimento por PEG
Silica-5" NPs NI* Disperséo Andlises realizadas pelos autores:
em 4gua - S
Iivre%e ﬁjg\yg/ml -TEM/SEM: tamanho primério da
endotoxinas ( ) particula= 113 £ 14 nm
-125 pg/ml -DLS: tamanho hidrodinamico=
104,0 + 35 nm; potencial zeta=-43,2
-250 pg/ml ’ ’ '
H9 mv
-500 pg/ml

-1000 pg/ml
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Tabela 7- Dados informados sobre a caracterizacdo e administracdo das NPs nos trabalhos
objeto de estudo (continuagéo)

Numero NPs estudadas Grau Forma fisica | Doses/concentragdes Técnica(s) de
de administrada utilizadas caracterizacdo das
6z pureza NPs/Atributos das
Artigo NPs/Fonte do material
-Recobrimento por PEG
Silica-6 + NI* Dispersdo em | -62,5 pg/ml (MDV) | Analises realizadas pelos
PEG'NPs agua livre de autores:
endotoxinas -
125 pg/ml TEM/SEM;  tamanho
-250 pg/ml primario da
particula=113 + 14 nm
-500 pg/mi
-DLS: tamanho
-1000 pg/ml hidrodindmico= 96,0 +
34 nm; potencial zeta=-
41,2 mV (Stober)
-Recobrimento por SiO;
FexOy@SiO2- NI* Dispersdo em | -62 5 pug/ml (MDV) | Analises realizadas pelos
INPs agua livre de autores:
endotoxinas | -
125 pg/ml TEM/SEM:  tamanho
#7 -250 pg/ml primario da particula= 3-
5nm
-500 pg/mi -DLS: tamanho
-1000 pg/ml hidrodindmico= 16,6 +
5,0 nm; potencial zeta=
-44,7 Mv
(Stober)
-Recobrimento por SiO;
FexOy@SiO2- NI* Dispersdo em | -62,5 pg/ml (MDV) | Analises realizadas pelos
2'NPs agua livre de autores:

endotoxinas

-125 pg/ml
-250 pg/mi
-500 pg/ml
-1000 pg/ml

-TEM/SEM:  tamanho
primério da particula= 3
-5nm

DLS: tamanho
hidrodindmico= 22,1 +
6,6 nm; potencial zeta=-
42,9 mV

(Stober)
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Tabela 7- Dados informados sobre a caracterizacdo e administracdo das NPs nos trabalhos
objeto de estudo (continuacéo)

Numero do NPs estudadas Grau Forma fisica Doses/ Técnica(s) de
Artigo de administrada 3 caracterizacdo das
pureza concentragoes NPs/Atributos das
utilizadas NPs/Fonte do material
-Recobrimento por SiO;
FexOy@SiO2- NI* Disperséo em -62,5 pg/ml Analises realizadas pelos
3'NPs agua livre de (MDV) autores:
endotoxinas
-125 pg/ml -TEM/SEM:  tamanho
primério da particula= 3
-250 pg/ml -5nm
-500 pg/ml DLS: tamanho
hidrodindmico= 88,9 +
-1000 pg/ml 49 nm; potencial zeta= -
43,2 mV
(Stober)

#7 -62,5 pg/mi -Recobrimento por SiO;
: . (MDV) - :
FexOy@SiO2- NI* Dispersdo em Anélises realizadas pelos

4'™NPs agua livre de -125 pg/ml autores:
endotoxinas
-250 pg/ml -TEM/SEM tamanho
primario da particula=75
-500 pg/ml nm
-1000 pg/ml -DLS: tamanho
hidrodindmico= 71,1 +
10 nm; potencial zeta=-
41,4 mV
(Stober)
-Recobrimento por SiO;
Endorem NI* Disperséo em -62,5 pg/ml Andlises realizadas pelos
agua livre de (MDV) autores:
endotoxinas
-125 pg/ml -TEM/SEM:  tamanho
primario da particula= 5
-250 pg/ml nm
-500 pg/ml DLS: tamanho

-1000 pg/ml

hidrodindmico= 246 nm;
potencial zeta=-35 mV
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Tabela 7- Dados informados sobre a caracterizacdo e administracdo das NPs nos trabalhos
objeto de estudo (concluséo)

NUmero NPs Grau Forma fisica Doses/ Técnica(s) de caracterizagao das
do Artigo | estudadas de administrada . NPs/Atributos das NPs/Fonte do
pureza concentracoes material
utilizadas
Analises realizadas pelos autores:
TiO2NPs NI* | Suspensdo -12,5 pg/ml -TEM/SEM: distribuicdo de tamanho
em &gua médio=15 + 4 nm. e forma quase
livre de -50 pg/ml esférica.
endotoxinas
-200 pg/ml -DLS: tamanho hidrodindmico= 396
nm.; potencial zeta=25 + 1 mV.
Anélises realizadas pelos autores:
AgNPs NI* | Suspensdo -12,5 pg/ml -TEM/SEM: distribui¢do de tamanho
em agua médio=25 a 80 - 90 nm.; formas
livre de -50 pg/ml esféricas e bastfo);
endotoxinas S
X -200 pg/ml -DLS: tamanho hidrodinamico= 90
nm; potencial zeta=42 + 0,8.
#8
-Sem Recobrimento
CaCOs3NPs NI* | Suspensdo -12,5 pg/ml Analises realizadas pelos autores:
em agua S
Iivre%e -50 pg/ml -TEM/SEM: distribuicdo de tamanho
endotoxinas médio= 67 e 582 nm; forma: mista,
-200 pg/ml flocos.
-DLS: tamanho hidrodindmico= 90
nm; potencial zeta=-40 + 1,1 mV
SiO2NPs NI* Suspensao -12,5 pg/ml -Sem Recobrimento
em &gua -50 pg/ml Anélises realizadas pelos autores:
livre de -200 pg/mi -TEM/SEM: distribuicdo de tamanho
endotoxinas médio= 19 + 4 nm; forma esférica.
-DLS: tamanho hidrodindmico= 192
nm; potencial zeta=-40 + 1,1 mV

NI* — N&o informado

PBS ** solucéo salina tamponada com fosfato (do inglés, phosphate buffred saline).

Fonte: A autora, 2019.

4.2.2 Gl da OECD n° 431 Avaliacéo de corrosao dérmica

O artigo #1 avaliou a possibilidade de corrosdo dérmica por FeNPs (35 a 45 nm), AgNPs
(<100nm) e Al2O3NPs (30-60 nm), usando a Gl OECD n° 431. Os atributos de caracterizacdo
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aferidos no estudo, bem como as concentragdes utilizadas constam na Tabela 7, do item 4.2.1.
Todas as NPs foram administradas nos tecidos da mesma forma que foram adquiridas, com
excecdo das Al.O3NPs, que foram diluidas de acordo com a orientagdo do fabricante para ser
administrada.

Das NPs em pd, 25 mg, conforme orientacéo da GI, foram administradas sobre o0 modelo
cutaneo. Observou-se leve agregacdo quando as NPs foram colocadas em contato com a
superficie da pele. Para as Al2O3NPs o volume aplicado foi de 50 pL (conforme orientacdo da
GI). Como controle positivo da GI OECD n° 431, utilizou-se 0 KOH e como controle negativo,
0 PBS. Para caracterizar a negatividade do ensaio no modelo RHE EpiDerm™ a viabilidade
celular deve ser maior ou igual a > 50% no teste de 3 minutos e maior ou igual a 15% no teste
de 60 minutos. Trés réplicas de EpiDerm™ foram usadas para cada experimento. Os resultados
indicaram a auséncia do potencial para corrosao dérmica.

Buscando parametros de comparagdo com o resultado do teste no modelo RHE, os
autores fizeram comparacges histopatoldgicas e dosaram a citocina IL-1a no tecido. Usaram
dodecil sulfato de sodio (do inglés, sodiumdodecyl sulfate-SDS) e PBS como controles positivo
e negativo, respectivamente. Ndo foram observadas alteracGes significativas em nenhum dos
testes comparativos. Nas condi¢cdes experimentais descritas, todas as NPs testadas foram
consideradas néo irritantes e ndo corrosivas.

Em 2018, a OECD publicou o documento: “Evaluation of in vitro methods for human
hazard assessment applied in the OECD testing programme for the safety of manufactured
nanomaterials”. O estudo faz um levantamento dos trabalhos realizados dentro dos programas
da agéncia, que testaram as préprias normas ja em vigor para substancias quimicas em
nanoescala, no programa de nome: “Programme for the Testing of Manufactured
Nanomaterials” (Programa de Testes de Nanomateriais Manufaturados), terminado em 2013.
O programa incluiu também estudos reportados ou de literatura que tivessem utilizado as
normas da OECD para testar NPs, bem como os que tivessem utilizado outras metodologias,
justamente para levantar os novos estudos. Dois trabalhos de corrosédo cutanea, que foram
conduzidos pelo programa detestes de materiais manufaturados da OECD, foram mencionados
no referido documento (OECD, 2018). Um deles estudou MWCNNPs e o outro, ZnNPs
cobertas com triethoxycaprylylsilane. O primeiro ndo foi discutido porque os detalhes néo
foram reportados. O segundo usou a GI n® 431 e o EpiDerm™ e as NPs foram classificadas
como ndo corrosivas. No entanto, este segundo estudo esta descrito tdo superficialmente que

nem sequer a concentragéo utilizada foi mencionada na referida publicacdo da OECD. A lista
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de referéncias dos estudos que fizeram parte do programa da OECD néo foi mencionada, de
forma que néo foi possivel acessar o contetido original.

O documento da OECD (OECD, 2018) abordou um Unico estudo levantado da literatura
sobre corrosdo cutanea, de Choi et al. (2014), citado dentre os estudos de pele que utilizaram
metodologias da OECD. No entanto, o trabalho usou o modelo RHE Keraskin®, que néo faz
parte dos kits comerciais recomendados pela Gl (portanto, ndo atendeu aos critérios de incluséo
do presente estudo), embora seja um modelo validado. Foram testadas ZnNPs e TiO2NPs e sua
mistura, presente em protetores solares, utilizando a metodologia GI OECD n° 431. A
concentracdo utilizada no modelo RHE foi de 25% em &gua deionizada de cada NP para um
total de 30 ul de suspensao adicionado ao modelo cutaneo. Ja para as misturas utilizou-se um
volume de 50% de ZnNPs e 50% de TiO2, para finalmente produzir um total de 30 pl de
suspensdo. Nos animais, os autores descrevem a utilizacdo de 0,59 de cada NP e da mistura
uniformemente espalhadas num pano aplicado a 6 cm? de pele e coberto por gaze com curativo
anti-alégico, em coelhos pesando cerca de 3 kg. Choi et al. (2014) comparou os resultados com
dosagens de IL1-a, avaliagdes histopatologicas (como no artigo #1) e com testes in vivo. Nos
resultados, nem as NPs e nem as misturas se mostraram corrosivas no teste Keraskin®, o que
foi confirmado pelos demais testes. O documento da OECD conclui sobre o artigo de Choi et
al. (2014) afirmando que o estudo aponta para a provavel aplicabilidade da GI n° 431 na
avaliagdo do potencial corrosivo de NPs e misturas. Vale ressaltar que os resultados do artigo
#1 para a metodologia testada estdo de acordo com os resultados encontrados por Choi et al.
(2014).

4.2.3 Gl da OECD n° 439- Avaliagéo de irritacdo cutanea

O artigo #1 tambem avaliou a possibilidade de inducéo de irritacdo cutanea por FeNPs,
Al>03NPs, TiO2NPs e AgNPs usando a Gl OECD n° 439 a partir do kit comercial de HSEM,
EpiDerm™, recomendado nas Gls. Os atributos de caracterizacdo aferidos no estudo, bem
como as concentracOes utilizadas constam na Tabela 7, do item 4.2.1. Todas as NPs foram
administradas nos tecidos da mesma forma que foram adquiridas, com excecdo das Al2OsNPs,
que foram diluidas de acordo com a orientacao do fabricante antes de serem administradas. Das
NPs em po, 25 mg, conforme orientagéo da Gl, foram administradas sobre o modelo cuténeo.
Observou-se leve agregacdo quando as NPs foram colocadas em contato com a superficie da
pele. Para as Al,O3NPs, o volume aplicado foi de 50 pL (conforme orientacdo da Gl). Como

controle positivo utilizou-se SDS e como negativo, PBS. O ensaio da GI OECD n° 439 (irritagdo
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cuténea) consiste num teste, cuja avaliacdo € realizada ap6s 60 minutos da aplicacdo da
substancia e o resultado se configura negativo quando a viabilidade celular for maior que 50%.
Trés réplicas de EpiDerm™ foram usadas para cada experimento. A fim de verificar a
possibilidade de danos teciduais ou indicios de processos inflamatérios no modelo RHE, os
autores fizeram comparagdes histopatoldgicas e dosaram a citocina IL-1a no tecido. Usaram
SDS e PBS como controles positivo e negativo, respectivamente. Ndo foram observadas
alteracdes significativas em nenhum dos testes comparativos. Conclui-se, portanto, que nas
condicdes experimentais descritas no artigo #1, os resultados indicam auséncia de potencial de
irritacdo cutanea para as NPs em questao.

O artigo #2 avaliou NPs de poliestireno (tamanho médio 50 nm) e TiO2NPs (tamanho
médio< 25 nm) no mesmo modelo de HSEM para irritagdo cutanea usado no artigo #1, o kit
comercial EpiDerm™. Os atributos de caracterizagdo aferidos no estudo, bem como as
concentragdes utilizadas constam na Tabela 7, do item 4.2.1. Os autores demonstram
preocupacdo com a obtencdo de uma solucdo estavel e menos agregada possivel e utilizam a
sonicacao e o vortex imediatamente antes da preparacao das diluicGes e da administracdo nos
tecidos HSEMs, animais ou células, para evitar o efeito indesejado.

Né&o foi mencionado o uso de nenhuma GI da OECD, no entanto, os autores afirmaram
utilizar o protocolo do fabricante, que esta de acordo com a Gl OECD n° 439 (MATTEK, 2019).
Varias concentracOes foram utilizadas; entre 1 e 1.000 pug/ml de poliestireno e 1 e 100 pg/ml
de TiO2NPs, diluidos em PBS. O controle positivo utilizado foi 5% SDS e o negativo, PBS.
Este resultado fora comparado ao teste de Draize, no qual se utilizou a dosagem de 0,5 ml de
solugdo na concentracdo de 1.000 pug/ml de NPs de poliestireno e 100 pg/ml de TiO2NPs,
usando PBS como veiculo. O modelo HSEMS ndo apresentou queda de viabilidade celular para
nenhuma das duas NPs testadas, indicando o resultado negativo para irritacdo cutanea. No teste
in vivo de Draize, em nenhum animal, mesmo ap0s exposicdo por 24 horas e 72 horas, se
observou eritema, edema ou abrasoes, indicando que ndo houve processo de irritacdo cutanea
induzido pelas NPs em estudo, de acordo portanto com os resultados obtidos nas HSEMS. O
estudo incluiu também um ensaio MTT de citotoxicidade em queratindcitos (HaCat), no qual o
poliestireno foi testado nas concentragdes entre 1-100 pg/ml e o TiOo, entre 25-1.000 pg/ml. A
viabilidade celular foi avaliada apds 24 e 48 horas e no teste com NPs de poliestireno houve
queda notavel da viabilidade celular partir da concentracdo de 5 ug/ml, por 24 ou 48h, enquanto
n&o se observou diferencas para TiO2NPs. Os resultados no modelo HSEM foram concordantes

com o teste in vivo de Draize.
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O estudo de Choi et al. (2014), mencionado anteriormente no item 4.2.1, teve apenas o
experimento de corrosdo dérmica citado no documento da OECD (OECD, 2018), embora tenha
realizado estudo que abordava também a irritacdo cutanea. O estudo de irritacdo cutanea usou
o modelo RHE Keraskin®, que nio faz parte dos kits comerciais recomendados pela GI, embora
seja um modelo validado. Foram testadas em ZnNPs e TiO2NPs e sua mistura, presente em
protetores solares, utilizando a metodologias GI OECD n° 439. A concentracdo utilizada no
modelo RHE foi de 25% em agua deionizada de cada NP para um total de 30 ul de suspenséo
adicionado ao modelo cutaneo. Ja para as misturas utilizou-se um volume de 50% de ZnNPs e
50% de TiO2NPs, para finalmente produzir um total de 30 ul de suspenséo, enquanto nos
animais utilizou-se 0,5g. Choi et al. (2014) comparou os resultados com dosagens de IL1-a,
avaliacdes histopatoldgicas e aos testes in vivo. Nos resultados, nem as NPs e nem as misturas
se mostraram irritantes no teste Keraskin®, o que foi confirmado pelos demais testes. Os
resultados do artigo #2 estdo de acordo com os resultados encontrados por Choi et al. (2014).

Park et al. (2010) e Chen et al. (2019) realizaram experimentos semelhantes ao artigo
#2, avaliando a toxicidade dérmica de NPs em modelos, 2D, 3D e in vivo. O primeiro testou
dois tamanhos de NPs de silica nas concentracdes de 0-300 ug/ml nas HaCaT e 500 ug/ml tanto
no modelo EpiDerm™ quanto nos coelhos. O segundo usou Ag nas concentragdes de 0,035;
0,07; 0,14; 0,28 e 0,56ng por célula, proporcionalmente para cada ensaio. Os resultados
observados convergem com o observado no artigo #2. Lehmann et al. (2018) testaram 2 tipos
de nanofios de prata na concentracdo de 0,6 mg/mL no modelo RHE epiCS (recomendado na
Gl OECD n° 439), em queratindcitos humanos primarios humanos (obtidos por meio da doacgéo
de tecido cutaneo de pacientes que se submeteram a cirurgias plasticas, com seu consentimento)
e no MTT. O resultado dos experimentos nos tecidos classifica as AgQNPs como néo irritantes,
nos dois casos, embora o teste de citotoxicidade tenha apontado citotoxicidade moderada. A
diferenca dos resultados de citotoxicidade (2D) em relacdo ao teste no tecido (3D) é justificada
por estes autores pela eficiéncia da barreira cutanea, bem como concluiu Chen et al. (2019.) A
cultura 3D permite que as celulas resistam melhor ao estresse, mimetizando suas propriedades
in vivo. Dessa forma, é recomendavel trabalhar com as culturas 3D para triagens terapéuticas
(BIRGERSDOTTER et al., 2005; SUN et al., 2006).

Por conta da semelhanca no modelo cutaneo utilizado nos artigos #1 (corroséo dermica)
e #2 (irritacdo cutadnea) e algumas estratégias de comparagdo em comum, cabe uma analise
conjunta. Os tecidos RHE usados pelos artigos #1 (corrosdo dérmica) e #2 (irritacdo cutanea),
mimetizaram de forma tridimensional a estrutura estratificada e funcional da camada

epidérmica, incluindo o estrato corneo (HAYDEN et al., 2015). A histologia, enquanto estudo
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dos tecidos, permite identificar possiveis alteragdes/lesbes tissulares (AIRES et al., 2011) que
possam ter ocorrido ap6s o contato com as NPs. As ILs sdo mediadores inflamatoérios que séo
liberados quando ha lesdo celular ou perturbacdo na membrana (DINARELLO, 1998). Por isso,
a deteccdo de IL-1a no estrato corneo pode ser utilizada como um indicador de inflamagéo
cutdnea (PERKINS et al., 2002). Ja a avaliacdo in vivo em animais é o método cientifico
tradicional (HARTUNG et al.,, 2001). Os resultados dos modelos RHE se mostraram
convergentes com os demais, com exce¢do da comparacao com modelos cutaneos 2D, realizada
pelo artigo #2, para avaliacdo de irritacdo cutanea. Estudos da literatura mostram que, por conta
dos complexos eventos que ocorrem em culturas 3D, muitas propriedades bioldgicas séo
perdidas nas avaliacGes realizadas em 2D. Por isso, € comum que os resultados em culturas 2D
sejam insatisfatorios em relacdo ao que se observa in vivo (BIRGERSDOTTER; SANDBERG,;
ERNBERG, 2005).

A literatura demonstrou resultados concordantes inclusive entre modelos 3D, o teste
HET-CAM (Hen Egg Chorion Allantoic Membrane — Membrana corioalantdide de ovos de
galinha) e o teste in vivo. Kishore, Surekha e Murthy (2009) testaram 10 mg de dois tipos de
MWCNT (Nanotubos de Carbono de Parede Mdltipla, do inglés, Multiwalled Carbon
Nanotubes) no Episkin™ (recomendado na Gl da OECD) e 0,3 mg nos ovos embrionados,
enquanto os animais (pesando entre 2 e 3 kg) foram tratados com 0,5g. A aplicacdo das NPs in
vivo foi realizada apds sua umidificacdo com uma quantidade minima de agua destilada para
preparar uma pasta, que foi aplicada a uma area de 6m? de pele e posteriormente coberta com
gaze. Todos os resultados foram convergentes e apontaram para o potencial ndo irritante das
NPs.

4.2.4 Gl da OECD n° 432— Avaliacgéo de fototoxicidade

No artigo#2, avaliou-se o potencial de fototoxicidade de NPs de poliestireno (tamanho
médio 50 nm) e TiO2NPs (tamanho médio < 25 nm), conforme descrito na GI OECD n° 432.
Os atributos de caracterizacdo aferidos no estudo, bem como as concentragGes utilizadas
constam na Tabela 7, do item 4.2.1.

Os autores comparam trés ensaios: 0 ensaio de fototoxicidade 3T3 NRU - conforme
descrito na GI OECD n° 432 - 0 modelo HSEM EpiDerm™ e o teste in vivo em cobaias. No
teste em animais, cinco fémeas por grupo tiveram as solu¢es de NPs administradas na pele,
com o volume de 0,5 ml de NPs de poliestireno (1.000 pg/ml) e TiO2NPs (100 pg/ml) diluidos

em PBS. Parte da area onde as NPs foram aplicadas foi coberta e a outra parte deixada exposta
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a 10 J/cm? de luz ultravioleta A (UVA). Os autores demonstram preocupacdo com a obtengio
de uma solucdo estdvel e menos agregada possivel e utilizam a sonicacdo e 0 vortex
imediatamente antes da preparacdo das diluicdes e da administragdo nos tecidos HSEMs,
animais ou células, para evitar o efeito indesejado. Nos modelos de pele, utilizaram-se as
mesmas concentragdes das cobaias (e no 3T3NRU, varias concentracfes entre 1 e 100 pg/mi
para cada NPs. Parte dos tecidos foram expostos a 6 J/cm? de luz UVA e outra parte foi mantida
no escuro (controle). O resultado no modelo HSEM mostrou que ndo houve queda de
viabilidade celular em comparacdo ao tecido cutaneo ndo exposto a UVA, indicando auséncia
de potencial fototéxico. No teste de citotoxicidade, os valores de PIF e MPE do 3T3 NRU
indicaram auséncia de fotoxicidade para ambas as NPs. No teste in vivo ndo se observou
eritema, edema ou abrasGes em relacdo ao grupo ndo exposto a luz UVA, confirmando a
auséncia de potencial fototoxico indicada pelo teste EpiDerm™. Logo, os resultados obtidos
indicam a concordéncia dos testes. Como 0 objetivo era avaliar a aplicabilidade dos modelos
HSEM, os autores do artigo #2 concluiram que esse modelo pode ser Util na avaliacdo de
fototoxicidade de NPs.

Choi et al. (2011) conduziram outro estudo semelhante ao do artigo #2, em nanosilicas,
SiO2NPs, para a avaliagdo de fototoxicidade. Foram utilizadas concentragdes entre 25-500
ug/ml no 3T3 NRU (conduzido conforme a GI n° 432), 1.000 pg/ml no modelo EpiDerm™ e
500 ug/ml no modelo animal. Embora se tenha observado queda de viabilidade celular
concentracdo-dependente, o célculo de PIF e MPE revelaram auséncia de fototoxicidade.
Nenhum dos testes in vitro apresentou diferenca de viabilidade antes e ap6s a exposi¢do a
radiacdo. Os resultados foram compativeis com os obtidos in vivo. Embora ndo seja objeto deste
estudo, vale mencionar que tanto os autores do artigo #2, como Choi et al. (2011), consideraram
0 modelo HSEM promissor para a avaliacdo de fototoxicidade por seus resultados se mostrarem

concordantes como os demais testes.

4.2.5 Gl da OECD n°442-B — Avaliacgéo de sensibilizacédo cutanea

No artigo #2, avaliou-se o potencial de sensibilizacdo cutanea de poliestireno NPs
(tamanho médio 50 nm) e TiO2NPs (tamanho médio < 25 nm), por meio do ensaio LLNA:
BrdU-ELISA, descrito na Gl OECD 442B. Os mesmos autores realizam tambem a avaliacéo
de sensibilizagdo cutinea pelo LLNA (com o BrdU incorporado), teste in vivo descrito no
OECD n° 442-B. O experimento utilizou quatro grupos de animais contendo quatro fémeas em

cada um. Aplicou-se, topicamente, no dorso das orelhas dos animais, 25 pl de volume nas
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concentragdes de 10, 100 e 1.000 ug/ml (veiculo PBS) para cada NP. Utilizou-se eugenol como
controle positivo e 0 PBS como controle negativo. Os valores de Sl verificados indicaram que
ndo houve sensibilizacdo cutanea induzida pelas NPs estudadas. Os autores concluem que este
pode ser um método Util na avaliacdo de sensibilidade cutanea de NPs. Como limitacdo do
trabalho, mencionam a auséncia de tratamentos que garantissem a esterilizacdo das NPs, pois
0s processos poderiam causar alteragdes fisico-quimicas. Os atributos de caracterizacdo
aferidos no estudo, bem como as concentracgdes utilizadas constam na Tabela 7, do item 4.2.1.

O levantamento constante do documento da OECD (OECD, 2018) ndo abordou nenhum
trabalho que avaliasse a sensibilizacdo cutanea. Choi et al (2011), conduziram outro estudo
semelhante ao do artigo #2, avaliando sensibilizacdo cutdnea em nanosilicas, (SiO2NPs),
também por meio da GlI OECD 442B. Utilizou-se 4 grupos de cobaias, formados
aleatoriamente. 25ug de volume da concentracdo variando entre 10 e 1000 pg/ml de SiO2NPs
foram administradas diariamente no dorso de ambas as orelhas dos animais por 3 dias
consecutivos. Os animais ndo foram tratados o dia 4. No dia 5 administrou-se uma Unica inje¢cdo
intraperitoneal de BrdU (5mg/rato/injecdo). No dia 6, os linfonodos dos animais foram
removidos, pesados e armazenados a -20C° até a medigdo usando o ensaio ELISA. O SI abaixo
de dois, obtido nos resultados, indicaram auséncia de potencial para sensibilizagdo cutanea. O
autor conclui que o ensaio LLNA: BrdU-ELISA pode ser util na avaliagdo do potencial de
sensibilizacao cutanea de NPs, assim como os autores do artigo #2. Para Dobrovolskaia,
Germolec e Weaver (2009), embora o ensaio LNNA padrio venha sendo utilizado para avaliar
o potencial de sensibilizacdo de pequenas moléculas, este ndo ¢ um ensaio adequado para NPs.
Segundo os autores, a maior limitagao esta no fato de que no LLNA, a substancia ¢ aplicada no
dorso da orelha dos animais, enquanto a maior parte das NPs se mostra incapaz de penetrar na
barreira cutanea. Por isso, os autores sugerem que a forma mais adequada de avaliagdo, seria
um ensaio que ¢ uma variagdo do LLNA, o Limph Node Proliferation Assay - LNPA (o ensaio
de proliferacio no linfonodo local). O LNPA vem sendo utilizado para predizer
imunotoxicidade de farmacos em humanos (WEAVER et al., 2005). O protocolo ¢ idéntico ao
do LNNA, exceto pela via de administracdo da substancia, que ¢ administrada por via
subcutanea, em vez da administracdo topica na pele. Para Dobrovolskaia, Germolec e Weaver
(2009), esta via de administracao seria a mais indicada para NPs, uma vez que a maior parte
das nanoparticulas ndo penetra na pele integra. Outros estudos, de fato, apontam a nao
penetracdo ou baixa penetragdo das NPs testadas na barreira dérmica (CROSERA; PRODI;
MAURO, 2015; XIE; LU; LU, 2015; MOHAMED et al., 2019). No entanto, ja se sabe que a

toxicidade das NPs depende tanto de suas caracteristicas fisico-quimicas, quanto da dose
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administrada e da via de administracdo/exposi¢do (YILDIRIMER, et al., 2011). Tendo em vista
que o LLNA ¢ um teste de sensibilizagdo cutanea e que a alteragdo da via de administragdo das
NPs pode gerar alteracao nos efeitos bioldgicos, entendemos o posicionamento de Choi et al.
(2011), o mesmo do artigo #2, indicando o LLNA: BrdU-ELISA como mais indicado para
avaliagdo de sensibilizagdo cutanea de NPs.

Outra questdo importante que envolve tanto o ensaio LLNA: BrdU-ELISA quanto o
LNPA é o uso de espectrofotometria para a quantificacdo do BrdU nos DNAs linfociticos
(OECD, 2018; BRUNO, 2014). Considerando que a possibilidade de interferéncia das NPs com
procedimentos de leitura dptica, pela formacdo de agregados/aglomerados ou pela densidade
Optica da NP ja foi constatada (OOSTINGH et al., 2011), mais estudos serdo necessarios para

adequar a aplicabilidade do teste, possivelmente, de acordo com o tipo de NPs.

4.2.6 Gl da OECD n° 129— Avaliacéo de toxicidade aguda

O artigo #3 avaliou o potencial de toxicidade de AgNPs (tamanho médio= 100 nm) e
AgNOs3NPs (tamanho médio= 100 nm) no ouvido externo, médio e interno de ratos, utilizando
a 3T3 NRU —-GI OECD n° 129, que estima a dose inicial para teste de toxicidade aguda oral
sistémica. Os resultados s@o comparados com 0s obtidos em ensaios de citotoxicidade. O
experimento in vivo, embora ndo seja objeto do nosso estudo, sera mencionado ja que seus
resultados foram utilizados de forma comparativa com 0s ensaios in vitro e permitiram a
conclusdo dos autores. Os atributos de caracterizacdo aferidos no estudo, bem como as
concentracgdes utilizadas constam na Tabela 7, do item 4.2.1.

Os autores informaram a estabilidade das AgNPs em perilinfa artificial, uma vez que a
perilinfa seria o principal fluido com o qual as NPs teriam contato ap6s sua administracéo.

No ensaio in vivo desenvolvido pelo artigo #3, solugdes de 200, 2.000 e 4.000 pg/ml de
cada NPs estudada foram injetadas por via transtimpanica em 14 ratos machos. As imagens de
ressonancia magnética mostraram que cinco horas apos a injecao transtimpanica de AgNPs nas
concentracgdes entre 200 pg/ml e 4.000pg/ ml, houve alteragéo da permeabilidade das barreiras
bioldgicas do pavilhdo auditivo externo, ouvido médio e interno, sendo possivel identificar o
processo de apoptose e de fragmentacdo de DNA. 200 pg/ml de Ag NPs induziram alteragdes
reversiveis na barreira bioldgica e nas funcdes auditivas (aferidas pela avaliacdo do potencial
auditivo do tronco cerebral). A perda auditiva foi constatada para a dose de 4.000 pg/ml, com
recuperacdo parcial, exceto para o vestibulo, que ndo apresentou recuperagdo total apds sete

dias para dosagens abaixo de 4.000 pg/ml.
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Dentre 0s testes de citotoxicidade realizados pelo artigo #3, estd 0 3T3 NRU -Gl OECD
n® 129, que estima a dose inicial para teste de toxicidade oral aguda sistémica. Além deste, os
autores executaram ainda, usando a mesma linhagem celular (Balb/c3T3): 0 ensaio enzimatico
de oxi-redutase dependente de NAD (P)H celular (do inglés, NAD (P)H dependente cellular
oxireductase enzymes assay- WST-1) e a dosagem de ATP celular total e coloragéo de iodeto
de propidio. O WST-1 avalia a funcdo mitocondrial, o ATP celular total dosa 0 ATP como
indicador da funcdo mitocondrial e a coloracdo com o iodeto de propidio avalia a integridade
da membrana nuclear. Os estudos in vitro envolveram oito concentracfes diferentes, sendo a
final 0,67-10,0 pg/ml. O meio celular contendo 10% de agua deionizada foi usada como
controle do veiculo. Cada ensaio foi repetido duas vezes. Os resultados para os dois tipos de
AgNPs testadas mostraram que o 1Cso encontrado nos ensaios in vitro resultaram em valores
entre 2,2 e 3 pg/ml.

Considerando os ICsg encontrados nos testes in vitro, os autores do artigo #3 concluiram
que as células in vitro sdo muito mais sensiveis do que apontam os estudos in vivo. Neste estudo,
a sensibilidade identificada in vitro em relacéo a in vivo, foi maior que 1.000 vezes. Segundo
eles, essa diferenca se justifica pelas fungdes protetivas executadas pelas camadas de barreiras
bioldgicas.

O artigo #4 testou a aplicabilidade de métodos, tradicionalmente, usados para produtos
quimicos para a avaliacdo de toxicidade de NPs em diferentes tipos celulares de mamiferos.
Utilizou-se AuNPs (13 £ 1 nm), AgNPs (20 = 7 nm), MWCN (tamanho= 10 £ 1 nm) e dois
tipos de NPs de silica mesoporosa (do inglés, mesoporous silica nanoparticles-MSNP)
(MSNP1= 212 £ 52 nm e MSNP2= 239 + 50 nm) em fibroblastos Balb/c 3T3, usando o0 ensaio
3T3 NRU -GI OECD n° 129, que estima a dose inicial para teste de toxicidade oral aguda
sisttmica. Paralelamente, as mesmas NPs foram testadas em fibroblastos Balb/c 3T3, em
macrofagos alveolares de ratos NR8383 e mondcitos humanos U937 usando o ensaio WTS-1.
O 3T3 NRU ndo foi testado com macrofagos e monaocitos por ser aplicavel apenas para culturas
celulares aderentes; jA 0 WST-1 pode ser usado em culturas aderentes ou em suspensdo. A
possibilidade de interferéncias relacionadas as endotoxinas foi prevenida preparando-se todas
as suspensdes em condicdes de esterilidade e realizando testes de esterilidade das suspensoes
utilizadas.

De acordo com os dados informados, os autores identificam que o tamanho das MSNPs
1 e 2 ultrapassam 100 nm, o que vai de encontro a defini¢do das nanoparticulas. No entanto,
elas ndo foram excluidas do processo. MSNP1INPs, MSNP2NPs e MWCNT NPs foram

fornecidos em po, enquanto AgNPs e AuNPs, em suspensdo aquosa. Os atributos de
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caracterizagdo aferidos no estudo, bem como as concentragdes utilizadas constam na Tabela 7,
do item 4.2.1.

Buscando identificar possiveis interferéncias das NPs com o0s ensaios, 0s autores
trabalharam com controles abidticos. Neles, coloca-se os reagentes do ensaio em contato com
as NPs engenheiradas, sem as células, para observacdo. Foram feitos controles abidticos para
cada concentracdo testada. Os controles ndo indicaram a ocorréncia de interferéncias. Pelo
mesmo motivo, 0s autores compararam as caracteristicas fisico-quimicas (tamanho
hidrodinamico e potencial zeta) obtidas por DLS para cada NP testada em agua deionizada e
em cada meio de cultura a ser utilizado nos ensaios, logo, avaliaram a forma a ser administrada.
As concentragOes finais para as NPs utilizadas nos ensaios in vitro foram: 0,03-6 pg/ml de
AUNPs, 0,67-10 pg/ml de AgNPs, 4,7-1000 pug/ml de MSNP1NPs e de MSNP2NPs, 20,2-300
pg/ml de MWCN no ensaio com Balb/c 3T3 NRU e 0,45-31,48 pg/ml MWCN no WTS-1. Os
resultados da comparacdo da caracterizagdo fisico-quimica na dgua deionizada e nos diferentes
meios de cultura mostram grande variacdo no tamanho das particulas, dependendo do meio. Por
exemplo, o tamanho hidrodinamico do MSPN2 decresceu 19,9 vezes no meio de cultura para
células BALB/c 3T3, enquanto o decréscimo foi de apenas 2,2 no meio de cultura de mondcitos
humanos. As AgNPs decresceram 1,2 vezes em meio de cultura para células Balb/c 3T3, mas
cresceram 13 vezes no meio de cultura de mondcitos. Os autores publicaram a tabela completa
com os valores encontrados, além de outra contendo as especificidades relativas a composi¢édo
de cada meio utilizado. Antes das medic@es, utilizou-se o sonicador para dispersar melhor as
NPs. Foram medidos também os valores de pH das solu¢cfes de NPs antes e depois da exposicao
ao meio de cultura celular e verificou-se que ap6s o contato com 0 meio, 0s pHs se aproximaram
da neutralidade.

Nos ensaios de citotoxicidade, oito concentragcOes diferentes foram testadas para cada
ensaio. Utilizou-se 0 SDS como controle positivo e células ndo tratadas como controle negativo.
Utilizou-se a sonicagdo buscando facilitar a dispersdo das particulas. Cada ensaio foi executado
duas vezes. Os resultados para AgNPs, mostraram reducdo da viabilidade celular dependente
da dose em todos os tipos celulares, com ICso que variaram entre 3.1 e 9.8 ug/ml. Para
MSNP1NPs, os resultados foram divergentes: Balb/c 3T3 NRU néo apresentaram queda de
viabilidade celular no teste com MSNP1NPs, mas Balb/c 3T3 no WST-1, apresentaram queda
de viabilidade de 20%, sem relacdo dependente de concentragéo, para a mesma NPs. A mesma
ocorréncia foi identificada para o teste com MSNP1NPs no WST-1 realizado com células
NR8383. Situacdo semelhante foi identificada para AuNPs: Balb/c 3T3 no NRU né&o

apresentaram queda de viabilidade, mas, células NR8383 e U937 no WST-1, apresentaram
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queda de viabilidade celular independente da dose. Esse resultado foi explicado pelos autores
como alguma interferéncia no ensaio e ndo a citotoxicidade, justamente pela auséncia da relacdo
dose-dependente.

Os autores notaram que a homogeneidade necessaria para a dispersdo da NP fica, muitas
vezes, comprometida. Ainda que a solucdo de NPs seja homogénea, a conformacédo das NPs
pode ser alterada assim que a solucdo entra em contato com 0s meios de cultura celulares,
resultando na formacdo de agregados ou na desagregacdo em varios tamanhos. Isso dificulta o
entendimento de qual é a real forma/concentracdo no momento da exposicao e essa limitacao
dos testes deve ser considerada. Portanto, o estudo conclui que os testes tradicionais de
citotoxicidade podem ser utilizados para a avaliacdo de toxicidade de materiais engenheirados
com cautela, assim como os ICso neles obtidos. Considerando que para uma investigacao inicial
ndo é necessario saber todos os detalhes de interacdo das NPs, a sugestdo dos autores é de que
os tradicionais testes de citotoxicidade sejam usados com protocolos padronizados como
triagem.

Farcal et al. (2015) observaram a interferéncia de NPs com a leitura Optica,
procedimento comum para a quantificacdo da viabilidade celular em diversos ensaios de
citotoxicidade. O artigo #4 ndo relata queda de viabilidade celular independente da
concentra¢do no ensaio 3T3 NRU, no entanto, este fato é relatado para o ensaio WST-1,
interpretado como interferéncia das NPs no ensaio, justamente pela falta da relacdo dose-efeito.
Sabendo que a leitura de ambos os testes € também realizada por espectrofotometria
(PROTOCOLO SIGMA-ALDRICH, 2020), e da possibilidade da interferéncia das NPs com
ela (OOSTINGH et al., 2011), é possivel que seja esse 0 motivo da interferéncia constatada no
artigo.

Os resultados da comparagéo da caracterizagdo fisico-quimica na agua deionizada e nos
diferentes meios de cultura, realizados no artigo #4, mostram grande variagédo no tamanho das
particulas, dependendo do meio. Brown et al. (2007), também observaram que determinados
meios de cultura e fatores a eles relacionados influenciam a agregacdo das NPs. O artigo #2
identificou agregacdo no momento do contato das NPs com a pele dos animais e mostrou
preocupacdo com a obtencdo de uma solucdo estavel, com o uso de vortex e sonicagdo. Mas, 0
artigo #4 comenta que o uso de estratégias desse tipo com esse objetivo, ndo refletem o que
ocorre in vivo. Ja se sabe que as proteinas, particularmente as do soro, influenciam a agregacéo
de NPs (ALBANESE; CHAN, 2011). Assim, considera-se que a aglomerag&o seja um processo
quase inevitavel in vivo. Por isso, as consequéncias do processo de aglomeracdo na captacdo

das NPs e em sua toxicidade precisam ser estudadas, in vitro e in vivo. Mas, isso nédo é simples,
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ja que, a avaliacdo por DLS por exemplo, pode ficar comprometida em meios celulares ou
fluidos bioldgicos por conta da presenca de proteinas (BRAECKMANS et al., 2010).

O artigo #3 obteve 1Cso de AgNPs bem semelhantes nos quatro testes de citotoxicidade
comparados (3T3 NRU, ATP, coloracdo com iodeto de propidio e WST-1). Da mesma forma,
0s resultados para 1Cso de AgNPs nos testes comparados no artigo #4 (3T3 NRU e WST-1),
tiveram pequena variagdo. Entretanto, os resultados do artigo #4 mostraram resultados
divergentes entre 0 3T3 NRU e o WST-1, para 0 mesmo tipo celular e também para tipos
celulares diferentes. Quedas de viabilidade celular independente de dose foram atribuidas a
interferéncias néo identificadas. Para Lewinski et al. (2008), controlar, adequadamente, o
ambiente da cultura e escolher o teste de citotoxicidade adequado, de acordo com a NP, é
fundamental para evitar a distor¢do dos resultados. A sugestdo do artigo #4 é de que o0s
tradicionais testes de citotoxicidade sejam usados com protocolos padronizados como triagem.
Dessa forma, é possivel o ranqueamento da toxicidade de NPs com um bom custo-beneficio, e
os esforcos seriam direcionados para o aprofundamento das investigacGes apenas naquelas NPs
gue se mostrarem mais promissoras e menos toxicas, o que esta de acordo com a recomendacéo
de Arora et al. (2012) e Nogueira et al. (2014), para testes in vitro. Farcal et al. (2015)
recomenda, inclusive, o uso de multiplos testes de citotoxicidade para a avaliagdo de NPs.

Um dos maiores desafios dos ensaios in vitro, segundo o Projeto “Predict-IV”, é a
auséncia de dados que permitam as extrapolagdes para o contexto in vivo, ja que as
concentracdes aplicadas as células ndo podem ser diretamente comparadas a doses sistémicas
(HARTUNG; SABBIONI, 2011). A dificuldade dessa correlacdo esta demonstrada na alta
sensibilidade identificada in vitro em relacdo a in vivo, percebida no artigo #3. Assim, o teste
3T3 NRU, para avaliacdo de fototoxicidade, pode ser utilizado com cautela para estudos de
triagem. Resultados distorcidos podem levar ao uso de mais animais que o realmente necessario
para a determinacdo da dose oral inicial nos experimentos que avaliam toxicidade aguda
sistémica.

Em suma, identificou-se, neste estudo, a escassez de trabalhos com as metodologias da
OECD para NPs. O proprio documento da OECD, “Evaluation of in vitro methods for human
hazard assessment applied in the OECD testing programme for the safety of manufactured
nanomaterials”, de 2018, menciona que as Gls ndo estdo sendo, extensivamente, utilizadas e
informa que muitos dos estudos reportados utilizam outras metodologias (OECD, 2018), o que
explica o numero limitado de resultados recuperados neste trabalho.

O documento aponta ainda, diversas inconsisténcias e omissdes de informagdes

identificadas nos estudos que usam as Gls da OECD aplicados a NPs, como: informagdes
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relacionadas as dosagens/concentracdes e unidades de medida usada nas dosagens,
caracterizacdo fisico-quimica, a consideracao de possiveis interferéncias das NPs com o ensaio
e protocolos usados (preparacdo das amostras, tipos celulares utilizados, tempo de exposicéo,
controles positivos e negativos utilizados, dentre outros). Assim, o estudo aponta como pontos
criticos a serem resolvidos no que diz respeito ao uso de testes em NPs: a dose/concentracdo a
ser testada (de modo que a dispersdo desfavoreca a agregacdo), a area de superficie das NPs, o
tempo de exposicdo e a compatibilidade do fluido receptor com as NPs. Terminam concluindo
que as Gls mais utilizadas para NPs precisam ser revistas, de modo que possam ser aplicadas
com parametros adequados as propriedades das NPs.

O informe menciona também a possibilidade de interferéncias causadas pelas NPs em
ensaios que usam o MTT e comenta a importancia de que as NPs sejam lavadas da cultura
celular antes do ensaio do MTT ser iniciado, para evitar interferéncias. Alguns testes de
citotoxicidade, como MTT vém sendo bastante utilizados para a avaliacdo de nanotoxicidade
(OECD, 2018), mas NPs podem interferir com a insolubilidade do formatazan MTT
(ALMUTARY; SANDERSON, 2016). Ja foi observada a interferéncia dependente da
concentracdo das NPs na leitura Optica utilizada no MTT e em outros ensaios. Também foi
demonstrado que ensaios que envolvem a dosagem de citocinas podem sofrer interferéncia em
funcdo da composicdo da NP e da pré-dispersdo das particulas. TiO2NPs de caracteristicas
idénticas, que diferiram apenas por terem sido adquiridas do fabricante na forma de pé e na
forma dispersa, resultaram em dosagens adequadas para IL-8 no primeiro caso, no entanto, na
forma dispersa ocorreu ligacao entre as NPs e a IL-8, distorcendo o resultado (KROLL et al.,
2012).

As diferencas de comportamento das NPs em relagdo aos diferentes meios de cultura
testados embasaram a recomendacéo do artigo #4, para a formalizagao de protocolos de ensaios
de citotoxicidade. Esse posicionamento esta alinhado com o da OECD (OECD, 2018). Ja esta
em curso um estudo resultante da parceria da OECD com o comité técnico 1SO 229, sobre a
aplicabilidade deste tipo de ensaio para NPs, bem como o desenvolvimento de um protocolo.

A Tabela 8 apresenta os principais dados extraidos dos testes das Gls da OECD

avaliados.
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Tabela 8 - Controles utilizados, testes paralelos e interferéncias identificadas nas guias da
OECD identificadas nos resultados

Testes objeto de estudo Controles Testes paralelos no Interferéncias observadas
mesmo artigo
- GlI OECD n° 439 | CP: KOH -Histopatologia -
(irritagdo cuténea) (artigo | CN: PBS
#1) -Dosagem de IL-1a
- Gl OECD n° 431 | CP:SDS -Histopatologia -
(corrosdo dérmica) (artigo | CN:PBS
#1) -Dosagem de IL-1a
- Gl OECD n° 439 (irritagcdo | CP:SDS -Teste de Draize -
cuténea (artigo #2) CN:PBS

- Gl OECD n° 432 | A cultura celular com | -Teste EpiDerm™ -
(fototoxicidade)  (artigo | as NPs foi encubada

#2) tanto na  presenca | - Teste de in vivo
quanto na auséncia de
uv.

- Gl OECD n° 442 B | CP: Eugenol - -
(sensibilizacdo  cutanea) | CN: Grupo controle
(artigo #2) com o veiculo. -

- Gl OECD n® 129 | O meio celular | -Teste in vivo
(toxicidade aguda) (artigo | contendo 10% de agua
#3) deionizada foi usada | - WST-1
como controle.

-Coloragdo com iodeto
de propidio

-ATP celular total

- GI OECD n° 129 controles abidticos*** | -WST1 -Grande variag¢do no tamanho
(toxicidade aguda) (artigo das particulas, dependendo do
#4) CP:SDS meio;

CN:  células ndo

tratadas. -A homogeneidade necessaria

para a dispersdo da NPs fica
muitas vezes comprometida,
por conta das mudangas de
comportamento  das  NPs
conforme o meio de cultura
utilizado.

* Coloca-se os reagentes do ensaio em contato com as NPs engenheiradas, sem as células, para observar a
possibilidade de interferéncias das NPs com os reagentes.
Fonte: A autora, 2019.

Os resultados dos testes paralelos realizados em cada artigo apresentaram resultados
concordantes com o método alternativo testado. As divergéncias observadas se restringiram aos

ensaios de citotoxicidade, cujos resultados apresentaram alguma citotoxicidade por conta da
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camada celular simples, diferente da barreira dérmica observada in vivo e nos tecidos RHE
(LEHMANN et al., 2018; CHEN et al., 2019.)

O artigo #4, ao testar cada NP em &gua deionizada e em cada meio de cultura celular
utilizado nos ensaios, observou a alteracdo de comportamento das NPs, um indicativo de

interferéncia com o ensaio.

4.2.7 Teste de endotoxina bacteriana

Os artigos #5, #6, #7 e #8 tratam de avaliar a capacidade do Teste de Endotoxina
Bacteriana de detectar endotoxinas - lipopolissacarideo (LPS) presente na parede celular
externa de bactérias Gram negativas. LPSs sdo capazes de ativar mondcitos e macréfagos,
levando a producédo de diversas citocinas promotoras do processo inflamatorio. Os efeitos do
processo inflamatério acontecem em graus variaveis. Pode haver febre e hipotensdo, mas
também, em casos mais severos, danos a determinados 6rgdos, choque séptico e desordens
sistémicas que podem levar a morte (DOBROVOLSKAIA; VOGEL, 2002 apud WESTPHAL,
LUDERITZ, 1954).

Endotoxinas sdo uma forma de contaminagdo muito comum, presente, inclusive, dentro
dos laboratérios (GORBET; SEFTON, 2005). Em se tratando de NPs, a extensa area de
superficie das NPs favorece a adsor¢do de contaminantes (JONES; GRAINGER, 2009).
Estudos apontam que cerca de um terco das formulacdes nanotecnoldgicas sdo reprovadas na
fase pré-clinica pela alta concentracdo de endotoxinas (CRIST et al., 2013). Além disso, alguns
trabalhos ja comprovaram que algumas NPs ndo causam efeitos inflamatérios por si s6, mas
sdo capazes de potencializar a propriedade inflamatéria de pequenas doses de endotoxinas
(INOUE et al., 2007; DOBROVOLSKAIA et al., 2012).

A FB preconiza o teste de endotoxina bacteriana e o teste pirogénio (in vivo) para a
avaliagdo pirogénica de produtos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). O teste de
endotoxina bacteriana ¢ um ensaio rapido e bastante confiavel. f-glucanos sao a unica molécula
que interferem com os Kkits comerciais LAL, mas a interferéncia pode ser evitada por meio da
remogao do fator G, que reage aos -glucanos (FARMACOPEIA AMERICANA, 2005).

Diversos estudos que abordam os efeitos biologicos de NPs na literatura néo
conseguiram avaliar ou ndo mencionaram a avaliacdo de endotoxinas nas NPs, de forma que a
confiabilidade dos resultados fica comprometida (L1; FUJITA; BORASCHI, 2017). Li, Fujita
e Boraschi (2017) testaram diversas NPs comerciais e também recebidas de colaboradores e

identificaram a contaminacao por endotoxinas nas NPs recebidas. Apenas um dos resultados


https://www.frontiersin.org/people/u/84036
https://www.frontiersin.org/people/u/68478
https://www.frontiersin.org/people/u/111151
https://www.frontiersin.org/people/u/68478
https://www.frontiersin.org/people/u/111151

90

do presente estudo que envolviam as Gls da OECD (artigo #4) mencionou investigacdes sobre
a presenca de endotoxinas nas particulas e s6 um dos artigos que ndo investigaram endotoxinas
(artigo #2) mencionou o fato como uma limitacéo.

O artigo #5 testou AuNPs estabilizadas em citrato (tamanho hidrodindmico= 34,4 + 0,3
nm), PMLA (acido poli(b,L-malico)NPs (tamanho hidrodindamico= 11,7 + 0,2 nm), PMLA-
PEG (polietilenoglicol)NPs (tamanho hidrodinamico= 18,8 + 6,1 nm) e dendrimeros de
PAMAM (poliamidoamina) NPs (tamanho hidrodindmico= 7,0 £ 0,2 nm) em diferentes
modalidades de teste de endotoxina bacteriana: gel, cromogénico limite e turbidimétrico
cinético. Os atributos de caracterizacdo aferidos no estudo, constam na Tabela 7, do item 4.2.1.
Os autores mencionam o processo de sintese das PMLA-PEGNPs, bem como sua purificacao
para evitar a presenca de endotoxinas, pelo método Aida e Pabst. Cada NP foi testada para no
minimo quatro dilui¢des. Cada rodada de teste de endotoxina bacteriana incluiu um conjunto
de controles de qualidade. Controles positivos para cada ensaio foram preparados semeando
quantidades conhecidas da endotoxina certificada padrdo da farmacopeia americana em agua
destilada livre de endotoxinas. Os IECs foram preparados semeando a mesma quantidade da
endotoxina padrdo usada nos controles positivos nas NPs. Cada amostra de NP e IEC foi testada
em duplicata e repetida trés vezes. Os testes de endotoxina bacteriana sdo considerados validos
guando € possivel obter-se uma recuperacdo de endotoxinas que esteja entre 50% de e 200% da
quantidade semeada (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). Foi possivel observar que,
enquanto os resultados para dendrimeros de PAMAM sdo consistentes em diferentes versdes
do teste de endotoxina bacteriana, os resultados para PMLA-PEG NPs indicam mais de 25%
de diferenca entre a versao turbidimétricas e a colorimétrica. As AUNPs e PMLANPs tiveram
o IEC de endotoxinas aceitavel apenas na versdo turbidimétrica, de forma que néo foi possivel
a comparacdo com os demais tipos de teste de endotoxina bacteriana. Os autores também
avaliaram a capacidade do teste apds a purificagdo de PMLA-PEGNPs ap06s o processo de
extracdo de endotoxina Triton-X114, método de Aida e Pabst (AIDA; PABST, 1990). O
resultado do teste de endotoxina bacteriana cromogénico e do cinético turbidimétrico foi
negativo para ambos.

Os autores usaram o RPT para a confirmacédo dos resultados in vitro tanto da particula
purificada quanto para a divergéncia maior que 25% entre a versdo turbidimétrica e a
colorimétrica, obtida para as PMLA-PEGNPs. No primeiro caso, o RPT confirmou os

resultados obtidos para o teste de endotoxina bacteriana cromogénico limite e para o cinético
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turbidimétrico. O resultado do RPT para PMLA-PEGNPs confirmou o resultado do teste de
endotoxina bacteriana cromogénico limite.

Os resultados mostraram que mesmo quando os requerimentos formais de validade do
teste de endotoxina bacteriana sdo respeitados (neste caso de acordo com os protocolos do Food
and Drug Administration/USP), os resultados para a mesma formulagéo de NPs podem diferir
nas diferentes modalidades de teste de endotoxina bacteriana. Ainda ndo se sabe que
propriedades fisicas provocam o aumento ou a inibicdo da detec¢édo das endotoxinas. Os autores
concluem enfatizando a necessidade do uso do RPT nos casos em que resultados in vitro de
dois métodos diferentes divergem ou em casos em que apenas um formato de teste de
endotoxina bacteriana é valido para determinada formulagdo. Esses dados também indicam a
necessidade de um método que faca a deteccdo direta de endotoxinas para formulagdes
contendo NPs.

O artigo #6 testou a deteccdo de endotoxinas numa nanoformulagdo micelar
antineoplésica contendo cloridrato de irinotecano e DSPE-mPEG2o0 (1, 2-distearoil-sn-glicero-
3-fosfoetanolamina-metoxi-polietilenoglicol) (distribuicdo de tamanho médio ~ 10 nm), por
meio do teste de endotoxina bacteriana gelificacdo e do RPT. O estudo serve como referéncia
para NPs micelares da classe PEG. Os atributos de caracterizacédo aferidos no estudo, bem como
as concentracdes utilizadas constam na Tabela 7, do item 4.2.1.

As endotoxinas padrdo utilizadas foram manufaturadas pelo 6rgéo que controla drogas
e alimentos chineses e a 4gua utilizada era livre de endotoxinas. O estudo in vitro incluiu o teste
de interferentes e o teste de endotoxinas. A concentracdo final utilizada foi 0,125 mg/ml. Os
autores procederam ao teste em 3 grupos. O grupo 1 buscou confirmar a sensitividade do teste
de endotoxina bacteriana. Avaliou endotoxinas em concentragdes variadas em agua, tendo a
agua pura como controle negativo. Os grupos 2 e 3 avaliaram a possibilidade de interferéncia
das NPs com os reagentes. No grupo 2, utilizou-se endotoxinas com o reagente 1, junto com as
NPs e as endotoxinas em concentracOes variadas, tendo como controle negativo o reagente 1
com as NPs. O grupo 3 usou endotoxinas com o reagente 2, junto com as NPs e as endotoxinas
em concentracdes variadas, tendo como controle negativo o reagente 2 com as NPs.

O grupo 1 reagiu conforme o esperado, de acordo com a concentra¢do de endotoxina
usada na contaminacgdo. O grupo 2 mostrou que a sensibilidade do teste ndo esta entre 0,25\-
2, o que indica que a diluicdo utilizada interfere no teste. O terceiro grupo revelou apenas
resultados positivos, inclusive no controle negativo. Assim, os resultados mostraram que a
diluigdo de 0,125 mg/ml interfere no teste de endotoxina bacteriana. Respeitando a maxima
diluicdo valida (MDV), o teste foi considerado inadequado para esse tipo de substancia.
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Os autores seguiram, entéo, para o teste in vivo. O excipiente da formulacdo foi testado,
inicialmente, e ndo interferiu com o teste de pirogénio. O RPT foi conduzido na concentracdo
de 2,8 mg/ml da formulacdo (a maior dose utilizada na clinica) com a dosagem de 10 ml/kg de
peso (o volume maximo foi utilizado para tentar garantir a seguranca da nanoformulacao).
Como controle positivo, utilizou-se a droga cloridrato de irinotecano em si, em sua forma néo
nanoparticulada. Os trés lotes testados resultaram na diminuigdo da temperatura corporal dos
coelhos. Resultados semelhantes foram obtidos para a versdo comercial da droga durante os
testes para o estudo. Dados da literatura informados pelo autor confirmam o mesmo resultado
para a versao da droga ndo nanoparticulada. Na tentativa de superar esse efeito, decidiram entéo
repetir o RPT com a dosagem adequada agora, para 11 mg/ml num volume também reduzido,
de 1 ml/kg. No novo teste ndo houve elevacdo de temperatura além do que o preconizado pela
farmacopeia, logo, o resultado foi negativo e as amostras consideradas livres de pirogénio.

A literatura preconiza para 0 RPT a dosagem entre trés e dez vezes a dose usada na
clinica, com base no peso, desde que ndo interfira com o bem-estar dos animais. De acordo com
essa informacdo, a dose administrada deveria ser de 33,6-112mg/kg. A segunda dosagem
utilizada é a concentracdo utilizada na clinica com base no peso, buscando evitar a hipotermia
nos coelhos. Mas, ndo se sabe se a estratégia pode ser aceitavel, pois ndo ha orientacdo direta
na farmacopeia chinesa sobre a dosagem a ser utilizada no RPT. Os autores concluem indicando
que o teste de endotoxina bacteriana gel ndo € recomendavel para testar a nanoformulacéo e
que o resultado do RPT coloca em duvida a relevancia do teste para humanos, por conta de
falsos negativos. O estudo aponta a necessidade de outros métodos que possam avaliar a
existéncia de endotoxinas na nanoformulagao.

O artigo #7 buscou avaliar a capacidade do teste de endotoxina bacteriana, na versao
gel, identificar adequadamente a presenca de endotoxinas nas NPs, com atencao as possiveis
interferéncias das NPs com o teste. Foram utilizadas 6 dispersdes de NPs de silica, puras (Silica-
1-25, Silica -2, Silica-3-80, Silica-4-130, Silica-5") (tamanho primario da particula= 24,6 + 3,4
nm; tamanho primario da particula= entre 42 e 108 nm; tamanho primario da particula= 80 + 5
nm; tamanho primario da particula= 128,3 + 11,0 nm, tamanho primario da particula= 113 +14
nm, respectivamente) ou peguiladas (revestidas por polietilenoglicol- Silica-6 + PEG
(tamanho primério da particula=113 + 14 nm) e 4 de Oxido de ferro revestidas por silica
(FexOy@Si02-1, FexOy@Si02-2", FexOy@Si02-3" FexOy@SiO2-4"(tamanho primério da
particula= 3-5 nm; tamanho primario da particula= 3 - 5 nm; tamanho primario da particula= 3

- 5 nm; -TEM/SEM tamanho primario da particula=75 nm)
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A intencdo era comparar 0 comportamento de materiais com a mesma Composi¢ao
externa (silica) versus as NPs peguiladas. Todas as NPs foram testadas na méxima diluicéo
valida (62,5 pg/ml em agua destilada) e a0 menos uma outra concentracdo. Os autores também
testaram o Endorem, uma formulacdo de NPs de éxido de ferro com particulas primarias de 5
nm, usada como material de referéncia em imagens de ressonancia magnética para as NPs de
Oxido de ferro revestidas por silica, cujo tamanho é cerca de 3 nm. Os atributos de
caracterizacdo aferidos no estudo, bem como as concentracdes utilizadas constam na Tabela 7,
do item 4.2.1.

Ap0s a sintese, as NPs foram purificadas por didlise com agua ultra purificada livre de
endotoxinas Milli-Q. Todos os materiais utilizados foram esterilizados e rotulados como livre
de pirogénios pelos fabricantes. As suspensdes de NPs foram elaboradas com agua livre de
endotoxinas. Os IECs foram realizados na MDV para todas as NPs e a0 menos uma outra
concentragdo. As NPs foram contaminadas com endotoxina padréo Escherichia coli O55:B5.
Cada amostra de NP e IECs foi testada duas vezes.

O teste de triagem mostrou que as NPs geram o aumento da sensibilidade do teste por
conta do aumento da atividade da cascata da coagulacdo do teste de endotoxina bacteriana. No
entanto, o contato das NPs com o teste ndo é capaz de gerar a formacdo do gel com até uma
hora de incubacdo, de forma que a presenca de endotoxinas é necessaria para que iSso ocorra.
As NPs foram testadas nas concentragdes de 62,5ug/ml (MDV), 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500
pug/ml e 1000 pg/ml.

Quando em contato com endotoxinas, as NPs de 6xido de ferro revestidas por silica
geraram um aumento da sensibilidade na deteccdo de endotoxinas de forma proporcional a
concentracdo de NPs. Observou-se que nas particulas peguiladas, houve decréscimo do
aumento da atividade da cascata de coagulacdo. A peguilagdo esta relacionada com a inibicéo
de atividade da cascata de coagulacdo do teste.

Altas concentracfes de NPs de 6xido de ferro revestidas por silica, cujo tamanho
original é de cerca de 3- 5 nm geraram a inibicdo do teste, visualizado pela ndo ocorréncia de
coagulagdo. Usando particulas maiores de 6xido de ferro revestidas por silica em concentraces
de massa similares, esse efeito ndo foi observado. Em contraste, o0 Endorem, mesmo tendo
particulas originais menores que as de oxido de ferro revestidas por silica, ndo provocou
completa inibicdo do ensaio. O mesmo resultado se apresentou quando a concentracdo dessas
NPs foi elevada dez vezes em relacdo a das de 0xido de ferro revestidas por silica.

Para a maior parte das NPs de silica testadas (Endorem, Silica-1-25, Silica-2, Silica-3-

80, Silica-4-130, Silica-5f, Silica-6 + PEG), a amostra diluida respeitando a maxima diluicao
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valida foi suficiente para evitar o aumento de sensibilidade que invalidasse o teste. Assim, para
essa NP foi possivel a semiquantificacdo das endotoxinas presentes na amostra. No entanto,
para uma das suspensoes de silica testadas (Silica-4-130) e para todas as NPs de o0xido de ferro
revestidas por silica (FexOy@SiO2-1, FexOy@Si022f, FexOy@SiO2-3', FexOy@Si02-4f),
mesmo usando a méxima dilui¢do valida, a sensibilidade do teste foi alterada acima dos limites
aceitaveis e, portanto, para esses casos, outros metodos de avaliacdo de endotoxinas devem ser
preconizados. Assim, os autores concluiram que NPs cobertas por silica podem interferir com
0 teste de endotoxina bacteriana gel e que o grau de aumento da geleificacao foi variavel para
as NPs de mesmo material. Por isso, cada tipo de NP precisa ser, adequadamente, testado para
inibicdo ou aumento nos ensaios bioldgicos. Resultados obtidos de uma NP ndo podem ser
automaticamente transferidos para outras NPs de mesmo material. Quaisquer alteracdes fisico-
quimicas, por menor que sejam, pode ocasionar a invalidade dos resultados. Como o teste de
endotoxina bacteriana consiste de um meio bioldgico, é dificil tirar conclusGes sobre o0s
mecanismos que realmente ocasionam as alteracdes no resultado.

O artigo #8 buscou verificar a confiabilidade dos seguintes métodos de deteccdo de
endotoxinas para NPs: teste de endotoxina bacteriana na versao gel, dois tipos de teste de
endotoxina bacteriana cromogénicos (teste de endotoxina bacteriana cromogénico e Endosafe-
Portable Test System), um método baseado no uso de células repdrter que contém o receptor
TLRA4 (Toll Like Receptor 4) e 0 método de extracdo de endotoxinas para NPs descrito na norma
ISO 29701:2010. Utilizou-se TiO2NPs (distribuicdo de tamanho médio=15 + 4 nm), AgNPs
(distribuicdo de tamanho médio=25 a 80 - 90 nm); e CaCO3NPs (distribuicdo de tamanho
medio= 67 e 582 nm), adquiridos em po, e SiO2NPs em suspenséo (distribuicdo de tamanho
médio= 19 + 4 nm, nas concentracdes de 12,5 pg/ml, 50 pg/ml e 200 pug/ml). Os atributos de
caracterizacgdo aferidos no estudo, bem como as concentragdes utilizadas constam na Tabela 7,
do item 4.2.1.

Todas as amostras em p6 foram incubadas por quatro horas a 200°C, para a remocao das
endotoxinas, de forma que funcionassem como controle negativo. Para os controles positivos,
as NPs foram semeadas com quantidades conhecidas de endotoxinas. As suspensdes foram
elaboradas em agua livre de endotoxinas. As endotoxinas utilizadas foram as das cepas
Escherichia coli O55:B5 e O11B4.

No estudo do teste de endotoxina bacteriana gel, observou-se que CaCO3NPs e SiO2NPs
apresentaram efeitos inibitdrios substanciais no teste de endotoxina bacteriana, na concentracao
mais alta testada, de forma que os resultados estariam fora da faixa de 50 — 200%. As demais

particulas permaneceram dentro dos limites. Todas as interferéncias observadas no experimento
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foram resolvidas apos a diluicdo das amostras para as concentragdes de 12,5 pg/ml e 50 pg/ml.
No entanto, vale salientar que a concentragdo de 200 pg/ml é relativamente frequente em
estudos toxicologicos (THOMASSEN et al., 2012; SANDBERG et al., 2012) e, portanto, €
indispensavel um método adequado de endotoxinas para esta concentracdo (SMULDERS et al.,
2012).

Os testes de endotoxina bacteriana que envolvem colorimetria (teste de endotoxina
bacteriana cromogénico e Endosafe-PTS) ndo apresentaram interferéncias significativas
quando testados com NPs, 0 que levou os autores a considerarem como mais apropriados. Mas,
observou-se no estudo #8, que TiO2NPs e AgNPs aumentam a densidade déptica conforme a
concentracdo é aumentada. Essa peculiaridade poderia ser erroneamente interpretada pelo teste
como uma quantidade aumentada de endotoxina. Assim, para concentracdes de NPs muito
elevadas, esses metodos podem nao ser confiaveis.

O método ISO 29701:2010 de extracdo de endotoxinas consiste num protocolo que
busca reduzir a interferéncia das NPs no teste de endotoxina bacteriana. Apos testar o método
para baixa, média e alta concentracGes de NPs, os autores do artigo #8 constataram que 0
procedimento se mostrou adequado para as concentragdes baixa (0,2 pug/ml) e média (2 pg/ml),
no entanto, ndo indicou capacidade de recuperacao de endotoxinas para a alta concentracéo de
20 pg/ml, o que foi identificado como uma limitagdo. Os autores atribuem esse resultado ao
fato de que a toxina agregada ndo pode ser lavada ou ao fato de parte dela permanecer no
sedimento, capturada numa matriz de particulas, apos a centrifugacéo.

O ensaio com as células reporter, também utilizado no artigo #8, tem como principio a
interacdo do lipidio A, responsavel pela ligacdo com os TLR4 e responsavel pelos efeitos
bioldgicos dos LPS (LIEBERS; RAULF-HEIMSOOTH; BRUNING, 2008). Assim, a interacdo
do lipideo A com os receptores TLR4 estimulam a producdo da enzima fosfatase alcalina
embrionaria, que pode ser facilmente quantificada por espectrofotometria pelo Quanti Blue™
kit comercial para a detec¢édo e quantificacdo da fosfatase alcalina. O experimento com celulas
reporter com receptores para TLR4 apresentaram completa recuperacdo de endotoxinas em
todas as concentracgdes testadas. O modelo apresenta uma sensibilidade inicial de 0,05 EU/ ml,
comparavel aos ensaios teste de endotoxina bacteriana. Por isso, 0s autores recomendam o teste
como um substitutivo ao modelo animal. Entretanto, como limitagdo do ensaio, 0s autores
mencionam a possibilidade de efeitos citotoxicos causados pelas NPs no modelo celular.
Observou-se também nas TiO2 NPs (amostra incubada) e CaCO3NPs (amostra incubada e ndo
incubada) contaminadas com endotoxina, uma resposta aumentada em relacdo as amostras

contaminadas e sem NPs. Os autores deduziram que a sedimentacdo das NPs durante a
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incubacéo resulta em alta concentragdo de NPs, acompanhadas por altas concentragcdes de
endotoxinas ligadas as particulas ou de endotoxina capturada na matriz das NPs, em extrema
proximidade com as células.

Os resultados mostram que as NPs podem interferir com o teste de endotoxina
bacteriana gel em doses elevadas, mas ndo excessivamente elevadas. Os testes de endotoxina
bacteriana que envolvem colorimetria (teste de endotoxina bacteriana cromogénico e endosafe-
PTS) e o teste com células TLR4 ndo apresentaram interferéncias significativas quando testados
com NPs. Ja o protocolo de extracdo de endotoxinas ndo se mostrou aplicavel para altas
concentracOes de NPs. Dessa forma, os autores concluem que, deve-se adotar um método de
deteccdo de acordo com a concentracdo de endotoxinas que se pretende testar.

A Tabela 9 aponta um resumo das formas de deteccéo de endotoxinas utilizadas em cada

artigo.

Tabela 9 - Formas de detec¢do de endotoxinas utilizadas em cada artigo

N° do artigo Testes realizados em cada artigo

artigo #5 Teste de endotoxina bacteriana gel

RPT

artigo #6 Teste de endotoxina bacteriana gel

RPT

artigo #7 Teste de endotoxina bacteriana gel

artigo #8 Teste de endotoxina bacteriana gel

Teste de endotoxina bacteriana cromogénico limite

Teste de endotoxina bacteriana cromogénico

Teste de endotoxina bacteriana turbidimétrico

Fonte: A autora, 2019.

A Tabela 10 resume os principais resultados encontrados para a avaliacdo do teste de

endotoxina bacteriana, em suas diferentes modalidades, na detec¢do de endotoxinas em NPs
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Tabela 10- Resultados de diferentes modalidades de teste de endotoxina bacteriana para a

deteccdo de endotoxinas em NPs (inicio)

Identificacdo NPs utilizadas Resultados confirmaté-;%sgfosbservagﬁes
do teste
(artigo #5) AuUNPs, PMLANPs, | -Trés das quatro NPs | RPT
PMLA-PEGNPs e dendrimeros de | apresentaram IECs
PAMAM NPs inaceitaveis
(considerando as 4
dilui¢des para cada NP).
(artigo #6) irinotecan hydrocloride | -ldentificou-se RPT
andamphiphilic  molecule  DSPE- | interferéncia das NPs | Embora tenha sido
mPEG2000NPs com os reagentes do | utilizado, a utilidade do
teste, mesmo na MDV. | RPT foi questionada.
(artigo #7) seis dispersdes de NPs de | -Cinco das dez NPs | -NPs revestidas por silica
silica puras ou peguiladas e 4 de 6xido | testadas apresentaram | geraram um aumento da
de ferro revestidas por silica IECs inaceitdveis na | sensibilidade na deteccdo
Teste de MDV (62,5 pg/ml). de endotoxinas de forma
endotoxina proporcional a
bacteriana-

gel

concentragdo de NPs;

-A peguilagdo esta
relacionada com a inibigédo
de atividade da cascata de
coagulacéo do teste;

-Néo foi constatada
nenhuma correlacdo entre a
composicdo da NP e seu
tamanho e a interferéncia

no teste.
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Tabela 10- Resultados de diferentes modalidades de teste de endotoxina bacteriana para a

deteccdo de endotoxinas em NPs (continuacéo)

NPs utilizadas

Resultados

Testes

confirmatérios/observagdes

(artigo #8) (TiO2NPs), (AgNPs e

- (CaCO3NPs) e

Teste  de
endotoxina CaCO3NPs) e (SiO2 NPs) (SiO2NPs)
bacteriana- apresentaram IEC
gel inaceitavel na
concentragdo mais alta
testada- Interferéncias
cessaram para
concentragdes de 12,5
UE/ml e 50 UE/ml.
Teste de (artigp #5) AuUNPs, PMLANPs, | -Duas das quatro NPs -
endotoxina PMLA-PEGNPs e dendrimeros de | testadas apresentaram
bacteriana- PAMAMNPs IEC inaceitavel

cromogénico

(considerando as 4

limite diluicbes para cada

NPs).
Teste de (artigo #8) TiO2NPs, AgCaCO3NPs e | -Néo apresentaram -A turbidez aumentou
endotoxina SiO2NPs interferéncias conforme a concentragéo
bacteriana- significativas em das particulas foi
cromogénico nenhuma das | aumentada, o que pode ser

concentragdes/amostras

erroneamente lido na

testadas. leitura 6ptica como
deteccdo de endotoxinas.
Teste de (artigo #5) AuUNPs, PMLANPs, | -Sem interferéncias RPT
endoto_xina PMLA-PEGNPs e dendrimeros de significativas para
bacteriana- nenhuma das

turbidimétrico

PAMAMNPs

concentragdes testadas.
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Tabela 10 - Resultados de diferentes modalidades de teste de endotoxina bacteriana para a
deteccdo de endotoxinas em NPs (concluséo)

Identificacio do teste NPs utilizadas Resultados Testes
confirmatérios/observacoes
Teste de endotoxina bacteriana | (artigo #8) | -Néo apresentaram | -Aturbidez aumentou conforme
endosafe- Portable Test System TiO2NPs, |r'1ter'fe_3ren-0|as a _concentragao das particulas
AgNPs, significativas em | foi aumentada, o que pode ser
CaCO3NPs e | nenhuma das | erroneamente lido na leitura
SiO;NPs concentragdes/amostras | 6ptica como detecgdo de

testadas;

-O método 1SO, 2010
ndo indicou capacidade
de recuperacdo de
endotoxinas para a alta
concentragéo testada.

endotoxinas;

-(AgNPs), (CaCOsNPs) e
(SiO2NPs) ndo foram testadas
em concentragbes mais baixas
pois apresentaram 0 maximo de
recuperacdo de endotoxinas na
concentragéo de 200 EU/ml.

Fonte: A autora, 2020.

A tabela 11 aponta os controles utilizados em cada estudo e interferéncias observadas.

Tabela 11- Controles utilizados em cada teste de endoxina bacteriana (inicio)

Testes objeto de estudo

Controles

Teste de endotoxina bacteriana-

gel (artigo #5)

-Agua livre de endotoxinas;

- Endotoxina padrao certificada pela farmacopeia americana,;

-Sensibilidade dos testes de endotoxina bacteriana verificada;

-CP: quantidades conhecidas da endotoxina certificada padrdo da

farmacopeia americana em agua destilada livre de endotoxinas;

- Os IECS preparados com concentra¢Ges conhecidas de endotoxinas.
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Tabela 11- Controles utilizados em cada teste de endoxina bacteriana (continuagao)

Testes objeto de estudo Controles
Teste de endotoxina bacteriana- - Endotoxina padrdao manufaturada pelo 6rgdo que controla drogas e
gel (artigo #6) alimentos chineses;

-Agua livre de endotoxinas;

-Confirmagdo da sensitividade do teste de endotoxina bacteriana

informada pelo fabricante;

-Triagem para verificar a possibilidade de interferéncia das NPs com os
reagentes LAL (CPs foram preparados semeando quantidades conhecidas

da endotoxina nas solugdes com NPs).

Teste de endotoxina bacteriana- - As NPs sintetizadas pelos autores foram purificadas por dialise com agua
gel (artigo #7) Milli-Q livre de endotoxinas, seguida por filtracdo estéril, em bancada
estéril;

-Os materiais utilizados na elaboracéo do teste LAL foram atestados como

estéreis e rotulados como livre de pirogénios pelos fabricantes;

-Triagem para verificar a possibilidade de interferéncia das NPs com os
reagentes LAL,;

-IECs com concentragdes conhecidas de endotoxinas (CP), usando a agua

livre de endotoxinas como CN;

-Nos casos de resultados positivos, as amostras de NPs foram testadas

também para B-glucanos, para verificar a possivel interferéncia.

Teste de endotoxina bacteriana- -Agua livre de endotoxinas;

gel (artigo #8) -CN: as amostras em p6 foram incubadas por quatro horas a 200°C, para

a remocao das endotoxinas;
-IECs: quantidades conhecidas da endotoxina certificada padrdo da

farmacopeia americana em agua destilada livre de endotoxinas (CP);

-IECS preparados semeando a mesma quantidade da endotoxina padréo

usada nos controles positivos nas NPs (CP).
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Tabela 11- Controles utilizados em cada teste de endoxina bacteriana (concluséo)

Testes objeto de estudo Controles

Teste de endotoxina bacteriana- cromogénico | -Agua livre de endotoxinas;

limite (artigo #8) -CN: as amostras em p6 foram incubadas por quatro horas a
200°C, para a remocao das endotoxinas.

-IECs: quantidades conhecidas da endotoxina certificada
padrdo da farmacopeia americana em agua destilada livre de
endotoxinas (CP);

-IECS preparados semeando a mesma quantidade da
endotoxina padrdo usada nos controles positivos nas NPs
(CP).

Teste de endotoxina bacteriana- cromogénico | IA*
(artigo #8)

Teste de endotoxina bacteriana- I1A*

turbidimétrico (artigo #8)

Teste de endotoxina bacteriana- endosafe- I1A*

Portable Test System (artigo #8)

*|dem ao anterior
Fonte: A autora, 2020.

O artigo #8 ndo verificou interferéncias significativas nos ensaios teste de endotoxina
bacteriana que envolvem colorimetria (teste de endotoxina bacteriana cromogénico e endosafe-
PTS) quando testados com NPs, mas identificou um aumento da densidade optica das TiO2NPs
e AgNPs, conforme a concentracdo é aumentada. E pontuou a possibilidade de interferéncia e
a necessidade de se ter um teste para endotoxinas que seja estavel para concentracoes elevadas
de NPs, ja que sdo comuns nos testes toxicoldgicos. Oostingh et al. (2011), confirmam que as
propriedades fisico-quimicas das NPs podem interferir com a fluorescéncia (causa néo
identificada) e a leitura dptica dos ensaios. Mas, outras formas de interferéncia também foram
identificadas em nossos resultados, embora nem todas tenham a causa conhecida.

Dados da literatura (DOBROVOLSKAIA et al., 2014; LI et al., 2015) confirmam as
interferéncias das NPs nos ensaios teste de endotoxina bacteriana, identificadas em ao menos
uma modalidade de teste de endotoxina bacteriana, por todos os artigos que avaliaram
contaminacéo por endotoxina selecionados neste estudo (#5, #6, # 7 e #8). Os autores do artigo

#5 enfatizaram que mesmo quando os requerimentos formais de validade do teste de endotoxina
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bacteriana sdo respeitados (neste caso, de acordo com os protocolos do Food and Drug
Administration/USP), os resultados para a mesma formulagdo de NPs podem diferir nas
diferentes modalidades de teste de endotoxina bacteriana.

O teste de endotoxina bacteriana gelificacdo, modalidade mais testada nos artigos
estudados, apresentou IECs inaceitaveis para trés dentre quatro tipos de NPs e para cinco dentre
10 NPs nos artigos #5 e #7, respectivamente. Além disso, apresentou interferéncias de seus
reagentes com as NPs no artigo #6. O artigo #7 demonstrou que as NPs revestidas por silica
geraram um aumento da sensibilidade na deteccdo de endotoxinas de forma proporcional a
concentracdo de NPs, o que gerou a inibigéo do teste de endotoxina bacteriana gel, visualizado
pela ndo ocorréncia de coagulacdo. Observou, ainda, que NPs de mesmo material e cuja
caracteristica comum era o pequeno tamanho apresentaram resultados divergentes com relacéo
a inibicdo ou ndo do teste de endotoxina bacteriana gelificacdo, de forma que nao foi possivel
correlacionar a interferéncia com a composi¢do e o tamanho das NPs. O mesmo artigo,
identificou que a peguilagdo das NPs esta relacionada com a inibi¢éo de atividade da cascata
de coagulacao do teste.

Os dados obtidos dos ensaios de teste de endotoxina bacteriana, apontam grande
dificuldade de se tirar conclusdes genéricas em se tratando de experimentacdo com NPs e
enfatizam a necessidade de controles adequados, além de mencionarem a diluicdo como um a
possibilidade para a redugéo de interferéncias (artigo #8).

Algumas interferéncias com o teste de endotoxina bacteriana sdo previsiveis e podem
ser superadas com a escolha do teste de endotoxina bacteriana apropriado. Sabendo que o teste
de endotoxina bacteriana cromogénico é realizado num cumprimento de onda de 405 nm, ele
nédo deve ser adotado para avaliar NPs que possuam o espectro de absorbancia em torno desse
valor, por exemplo. Assim, Neum e Dobrovolskaia (2018) propuseram uma arvore deciséria
para auxiliar a tomada de decis@o para a escolha mais adequada da modalidade de teste de
endotoxina bacteriana de acordo com as propriedades fisico-quimicas das NPs (Figura 2). Para
0s autores, é necessario no minimo 2 testes de endotoxina bacteriana de versoes diferentes para
esclarecer a avaliacdo. E ainda assim, devem ser confirmados por um teste biologico (RPT ou
MAT), caso a diferenca entre os resultados néo esteja entre 50% e 200%. Desse modo, embora
0 RPT tenha sido eleito pelo artigo # 5 para esclarecer os resultados obtidos nos testes de

endotoxina bacteriana, seria possivel utilizar o MAT.



Figura 2- Arvore decisoria para a escolha da modalidade de teste de endotoxina bacteriana
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O MAT é um ensaio de alta sensibilidade e tem 6timo custo-beneficio. Para Hartung e

Sabbioni (2011), pode ser que o MAT, por ser um teste que usa suspensdo celular, funcione

melhor para testar NPs. Dobrovolskaia e McNeil (2012) verificaram que os resultados do MAT

e do RPT concordavam entre si para diversas nanoformulac6es. Os bioensaios (MAT, PBMC

e RPT) sdo adequados para a identificacdo de efeitos pirogénicos em geral, com foco em NPs

de uso clinico. No entanto, sua caracteristica de identificar pirogénios ndo endotoxinas nédo

permite, nos ensaios laboratoriais, distinguir se a positivacdo do ensaio € de fato pela presenca
de endotoxinas ou por interferéncia das NPs (LI; FUJITA; BORASCHI, 2017). Por isso,
Dobrovolskaia et al. (2014) sugeriram esses ensaios para confirmar os resultados dos testes de

endotoxina bacteriana. A limitacdo do MAT e do PBMC ¢é o uso apenas para nanoformulacées

que ndo sejam citotoxicas, ja que isso inibiria a detec¢do de endotoxinas por este tipo de ensaio
(DOBROVOLSKAIA et al., 2014).
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Embora os resultados MAT e do RPT tenham se mostrado concordantes entre si para
diversas nanoformulagdes (DOBROVOLSKAIA; MCNEIL, 2012), um estudo conduzido com
0 teste de endotoxina bacteriana e 0 PBMC apontou que algumas NPs contaminadas com
endotoxinas e identificadas pelo teste de endotoxina bacteriana, ndo foram detectadas como
pirogénicas pelo PBMC (LI et al., 2015). Os autores atribuem o fato a interferéncias das NPs
com o ensaio, provavelmente interferindo na interacéo antigeno/anticorpo, adsorvendo IL-6 ou
no sinal optico responsavel pela indicacdo da liberacdo de IL-6. Portanto, serdo necessarios
mais estudos para adequada caracterizacao e validacdo de bioensaios in vitro para seu uso na
deteccdo de endotoxinas (LI; FUJITA; BORASCHI, 2017).

Buscando evitar as distor¢des relacionadas ao uso de NPs nos resultados dos ensaios
teste de endotoxina bacteriana ou ensaios que envolvam a dosagem de citocinas, €
recomendavel que se realize alguns testes-controle. Para identificar interferéncias na
absorbancia, luminescéncia ou fluorescéncia, é recomendavel um teste que use inicialmente,
apenas as NPs. Em sequéncia, deve-se testar uma amostra contendo as NPs mais 0s reagentes
do ensaio, sem a matriz bioldgica, buscando evitar os falsos positivos decorrentes das acdes
cataliticas das NPs. Por Gltimo, deve-se utilizar os IECs, buscando identificar os falsos positivos
e falsos negativos decorrente das interac6es das endotoxinas/citocinas com as NPs. O teste deve
ser realizado para cada formulacdo de NP individualmente. Cada formulagdo, numa
determinada matriz (&gua, liquido corporal ou meio celular), é contaminada com uma
guantidade de endotoxina padrdo do ensaio, em quantidade conhecida. O controle IEC deve ser
comparado com o controle na mesma matriz contaminada apenas com a endotoxina padréo.
Para NPs, é recomendavel que se teste ao menos trés concentracdes diferentes (baixa, média e
alta) (DOBROVOLSKAIA; GERMOLEC; WEAVER, 2009).

Nenhum teste in vitro foi validado ainda para avaliagdo de imunotoxicidade de NPs.
Mas, no contexto atual, é razoavel considerar a possibilidade de uma abordagem que envolva
testes in vitro e in vivo para avaliar a compatibilidade de NPs com o sangue. E recomendavel
que se utilize diferentes espécies animais, pois as respostas entre as espécies podem variar
significativamente. E ao utilizar matrizes humanas, é também aconselhavel que se use entre
sete e 10 doadores, para abranger a variedade de possibilidades de respostas entre os individuos.
(DOBROVOLSKAIA; GERMOLEC; WEAVER, 2009). O artigo #6 concluiu que o teste da
nanoformulagdo de interesse em coelhos, na concentragdo recomendada na literatura, levou a
hipotermia nos animais. Embora tenham concluido por meio de dados bibliograficos que a
causa provavel seja a droga utilizada e ndo sua versao nanoformulada, a limitacdo do RPT foi

apontada, na medida em que poderia gerar falsos negativos.
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Em geral, os laboratorios e produtores de NPs ndo adotam nenhum protocolo para evitar
a contaminacgdo, o que aumenta, significativamente, as chances de contaminacgdo (LI et al.,
2014). Uma das formas bastante comuns e efetivas de despirogeneizacdo € a incineracdo e
envolve o uso de altas temperaturas (WILLIAMS, 2007), o que se torna desafiador no contexto
das NPs. Ja se sabe que suas caracteristicas fisico-quimicas podem ser alteradas no processo,
afetando inclusive, sua toxicidade (FRANCA et al., 2010). O artigo #5 testa um processo de
purificacdo para NPs que se mostrou eficiente. Entretanto, as caracteristicas-fisico-quimicas
ndo foram reavaliadas ap6s o processo, de forma que ndo é possivel saber se foram mantidas.

Estudos mostram que cuidados na sintese de NPs, envolvendo a despirogeneizagéo dos
materiais utilizados na producdo podem frear a contaminacéo por endotoxinas (OOSTINGH et
al., 2011). Assim, no contexto atual, no qual ainda ndo ha& parametros bem definidos para a
deteccdo adequada de endotoxinas em NPs, a sugestdo é trabalhar na prevencdo da
contaminacdo de nanomateriais (VALLHOV et al., 2006; LI; FUJITA; BORASCHI, 2017).
Tanto pela adogdo de protocolos para produtores, durante a sintese, quanto para ensaios que
envolvam nanomedicina e nanoseguranca. Paralelamente, é fundamental desenvolvimento de
estratégias mais adequadas para a deteccdo de endotoxinas. (LI; FUJITA;BORASCHI, 2017,
artigo #5).

Embora ndo seja objeto deste estudo, o artigo #4 classifica como promissor 0 ensaio em
células repérter com receptores TLR4. Os autores mencionam como um fator limitador
possiveis efeitos citotoxicos das NPs na cultura. Mas, deve-se adicionar as limitacGes o fato de
a quantificacdo das endotoxinas ser realizada por espectrofotometria, também susceptivel a
interferéncias (OOSTINGH et al., 2011).

4.2.8 Andlise da caracterizacdo das NPs

Foi possivel observar que um mesmo estudo ndo informou 0s mesmos atributos para
todas as NPs, como € o caso do artigo #1, tendo sido parte das analises realizadas pelos autores
e outra parte informada com dados do fornecedor (Tabela 7, item 4.2.1). A pureza, atributo que
é indicativo dos possiveis elementos contaminantes que podem influenciar, grandemente, na
toxicidade do material, foi informada apenas no artigo #1, para apenas uma das NPs estudadas.

Os quatro atributos mais informados nos artigos foram: a) a composi¢do; b) o tamanho
médio das NPs (real ou hidrodindmico) analisados por TEM/SEM ou DLS, mostrando certa
homogeneidade nelas, por meio de micrografias ou pela prépria determinacdo de tamanho

médio, c) o revestimento de superficie e d) o potencial zeta, que indica se o recobrimento


https://www.frontiersin.org/people/u/84036
https://www.frontiersin.org/people/u/68478
https://www.frontiersin.org/people/u/111151
https://www.frontiersin.org/people/u/84036
https://www.frontiersin.org/people/u/68478
https://www.frontiersin.org/people/u/111151
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(camada ou shell) que esta na superficie do nucleo (Core) é uma capa positiva ou negativa. Por
exemplo, umas SPIONSs (do inglés, Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles) recobertas
com um biopolimero, em que os valores de potencial zeta sdo > +25 mV ou < -25mV, mostram
boa estabilidade em suspenséo; valores menores tendem a mostrar uma agregagéo formada por
causa da atracdo interparticula de van der Waals. Os agentes monodispersantes mais comuns
usados nesses casos sdo 0 dextan, o starch, o polietileno glicol (PEG), a quitosana, além de
moléculas orgénicas como os silanos, &cido citrico, hormonios, anticorpos, ou mesmo o
encapsulamento de biopolimeros na sintese das NPs (SAMROT et al., 2021). Os objetivos do
encapsulamento de NPs, como as SPIONs, sdo torna-las mais biocompativeis ou o
desenvolvimento de medicamentos de entrega controlada de uma quantidade de NPs ou
farmacos a molécula alvo.

De acordo com Warheit (2008), boas praticas de estudos toxicolégicos conduzidos com
NPs devem priorizar sua caracterizacdo fisico-quimica com relacdo ao seu tamanho (estado
seco), distribuicdo do tamanho (estado aquoso) no meio pertinente, dependendo da via de
exposicdo, estrutura cristalina/cristalinidade, status de agregacdo no meio pertinente,
composic¢do/revestimento de superficie, reatividade de superficie, método de preparacdo do
nanomaterial, incluindo modificacBes pos-sintese e pureza da amostra. Comparando 0s

atributos mencionados em nossos resultados a referéncia mencionada, elaboramos a Tabela 12.



107

Tabela 12- Comparacdo dos atributos de caracterizacdo de NPs identificados nos artigos com
0s que séo considerados prioritarios para Warheit (2008) (inicio)

Tamanho ou
diametro
hidrodinamico

Distribuicdo do
tamanho médio

Morfologia/

Forma

Carga
Superficial

Estrutura
cristalina/
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Status de

agregacao

Atributos

Composigéo

Revestimento

de superficie

Status de
agregacao

Composi¢éo

Revestimento

de superficie

Area superficial

NI**

Método de
sintese do

nanomaterial
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Tabela 12- Comparagao dos atributos de caracterizacéo de NPs identificados nos artigos

com 0s que sao considerados prioritarios para Warheit (2008) (concluséo)

Artigo | Artigo | Artigo | Artigo | Artigo | Artigo | Artigo | Artigo

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #3
3
= Pureza 1* NI** NI** NI** NI** NI** NI** NI**
e
2 Fonte/origem 1* NI** 1* I* NI** NI** NI** NI**
do material

*|- Informado

**N| — N&o informado
***NA- N&o se aplica
Fonte: A autora, 2021.

Considerando os atributos entendidos como primordiais (WARHEIT, 2008), o
artigo #1 informou a distribuicdo do tamanho médio, a composicéo, a pureza e a fonte/origem
do material e o status de agregacdo. Mas, esse ultimo foi informado apenas para TiO2NPs,
dados fornecidos pela OECD, doadora desta NP. J4, o artigo #2, informou a distribuicdo do
tamanho médio e a composigao.

Os artigos #3 e #4, relataram, o tamanho hidrodinamico, a distribuicdo de tamanho
médio, a composicao, a morfologia a carga superficial e a fonte/origem do material. Mas, o0
artigo #4 incluiu também o status de agregacdo e a avaliacdo de area superficial, além de
informar o revestimento das NPs. No artigo #5, foram informados o tamanho hidrodinamico, a
carga superficial, a composicdo e a avaliacdo de area superficial. J& os artigos #6 e #7 avaliaram
o tamanho hidrodinamico, a distribuicdo do tamanho médio, a carga superficial e a composicao.
O artigo #7 incluiu, ainda, informacdes sobre o método de sintese do material e o revestimento
de superficie. O artigo #8 informou, o tamanho hidrodindmico, a distribuicdo de tamanho, a
morfologia, a carga superficial, a composicdo e 0 método de sintese do nanomaterial. As NPs
dos artigos #1, #2, #3, #5, #6 e #8 ndo possuiam revestimento. Por essa andlise, ficou claro que
grande parte dos atributos considerados essenciais por Wharheit (2008) ndo foram
contemplados nos artigos. Nenhum deles mencionou todos os atributos considerados relevantes
pelo autor, e o artigo #4 foi 0 que apresentou a caracterizacdo mais completa, ndo tendo
mencionado apenas a estrutura cristalina/cristalinidade.

Muitos estudos acabam por relatar apenas: i) os dados de caracterizacdo informados
pelo fabricante, sem realizar uma investigacdo confirmatoria e mais detalhada, ii) dados obtidos

via microscopia eletrénica ou iii) dados obtidos por area de superficie (BET) (WARHEIT,
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2008). Murdock et al. (2007) demonstraram a importancia de que os materiais ndo sejam
caracterizados apenas quando recebidos, mas também em solucdes, antes da execucdo dos
estudos toxicoldgicos, avaliando-se como os dados toxicologicos podem ser afetados por essas
diferencas de propriedades das NPs. Identificaram que a dispersao ndo condizente afeta as NPs
antes da dosagem e que o0 meio celular também impacta as propriedades das NPs.

Mais recentemente, segundo o documento: “Regulacéo da nanotecnologia no Brasil e
na Unido Europeia”, de 2014, o Brasil e a OECD vém desenvolvendo trabalhos com o objetivo
de estabelecer pré-requisitos para estudos toxicologicos, identificacdo de caracteristicas
fundamentais de NPs, formas de medi-las e no desenvolvimento de materiais de referéncia
(STEFANO; DURAN, 2014). O documento discorre sobre atributos potencialmente
importantes na avaliacdo toxicologica de diversos tipos de NPs, como os objetivos de se aferir
um determinado atributo, a importancia de se aferir determinado atributo em determinado
contexto e a viabilidade de se aferir o atributo.

De acordo com o documento, para a avaliagdo de NPs na forma como foram fornecidas
é essencial a avaliacdo da distribuicdo do tamanho, area de superficie, forma, composicdo
quimica/pureza, heterogeneidade, superficie quimica, carga em suspensdo/solucao, estrutura
cristalina. Na forma administrada, é essencial a avaliacdo da carga em suspensao/solucéo e do
estado de aglomeracdo. Tanto in vivo como in vitro, é essencial avaliar a distribuicdo do
tamanho.

Nenhum dos artigos selecionados informou integralmente os atributos considerados
essenciais por Stefano e Duran (2014), para a forma fornecida das NPs e tampouco os atributos
considerados essenciais para a forma administrada. O artigo#2 chega a mencionar a ocorréncia
de agregacdo no momento do contato das NPs com a pele, no entanto sem parametros
metroldgicos. Mas, a distribuicdo de tamanho ap06s a administragdo das NPs, atributo indicado
como essencial por Stefano e Duran (2014), ndo foi avaliada. No artigo #3, os autores
informaram a estabilidade das AgNPs em perilinfa artificial, uma vez que a perilinfa seria o
principal fluido com o qual as NPs teriam contato ap6s sua administragdo. No entanto, a
distribuicdo de tamanho das NPs ap0s o contato com a perilinfa artificial ndo foi informada, o
gue seria essencial, de acordo com Stefano e Duran (2014). Além disso, 0s autores ndo
realizaram a caracterizacdo das NPs ap0s seu contato com 0s meios de cultura celulares
utilizados (DMEM contendo 4 mM de glutamina e suplementado com 10% de soro de bezerros
recém-nascidos). O artigo #4 foi o unico a informar a distribuicdo do tamanho das NPs ap6s a
administracdo nos meios de cultura celulares (in vitro), conforme preconizado por Stefano e

Duran (2014), tendo aferido integralmente os atributos essenciais na forma apo0s a
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administracdo (in vitro). Assim, essa forma de caracterizar as NPs é muito mais complexa do
que a proposta por Warheit (2008) e demanda ainda mais do que o que foi observado nos
resultados encontrados.

A adequada caracterizacdo de NPs é primordial num trabalho cientifico, uma vez que
pequenas varia¢des nas propriedades fisico-quimicas das NPs podem ocasionar diferencas
significativas em suas propriedades e consequentemente em sua atividade bioldgica
(PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, 2010). A falta de métodos padronizados e
protocolos adequados para a preparacao de amostras sdo um entrave para a elucidacdo entre as
relacfes das propriedades fisico-quimicas e sua toxidade (OECD, 2019). Ademais, particulas
de mesma composicao “aparente” podem apresentar diferente potencial para causar danos (por
exemplo, lotes ou bateladas de sintese diferentes). Por isso, a caracterizacdo incompleta ou
inadequada das NPs implica em experimentos, cujos resultados sdo irrelevantes ou limitados
(WARHEIT, 2008). Para impedir que isso ocorra, é necessario investir na qualidade da
preparacdo dessas NPs, caracterizando-as muito bem, a fim de garantir sua homogeneidade e
verdadeira semelhanca, assegurando a reprodutividade dos ensaios (MALHOTRA et al., 2020).
A variedade de métodos e a variedade de abordagens para a caracterizacdo de NPs nos trabalhos
cientificos vém gerando resultados diferentes, que dificultam as conclusdes a partir da
confrontacdo dos dados, gerando inconsisténcias (WARHEIT, 2008).

4.2.9 Perspectivas para avaliacdo toxicoldgica de NPs usando métodos alternativos

Embora a area de nanotoxicologia venha crescendo rapidamente, segue longe dos
avancos da nanotecnologia (JORIS et al., 2013). Para Hartung (2011), parece mais promissor
adaptar os testes alternativos, atualmente, validados, aproveitando o conhecimento ja
adquiridos nos ultimos anos de trabalho em produtos quimicos, para que se obtenha uma gama
de testes inicial. A OECD ja esta trabalhando em protocolos oficiais voltados para NPs (OECD,
2018), esforco que precisa do apoio da comunidade cientifica para o uso extensivo.

Em setembro de 2019, a Agéncia Federal Americana, Environmental Protection
Agencie (EPA) divulgou nova diretiva que prioriza os esforcos para a redugdo do uso de animais
de laboratorio. As metas da agéncia envolvem a reducdo na demanda ou subsidio de estudos
em mamiferos em 30% e a eliminacdo de estudos em mamiferos em 2035 (EPA, 2020). No
cenario nacional, também em 2019, a EPISKIN, lider mundial em engenharia de tecidos para
métodos alternativos, inaugurou sua subsidiaria no Rio de Janeiro. A empresa produz nao

somente para o grupo L’Oréal, mas disponibiliza a tecnologia para outras empresas e para a
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comunidade cientifica de forma geral. O grupo é pioneiro nos modelos RHE e participou da
validacgdo de diversos métodos alternativos na Europa (EPISKIN, 2020).
O contexto atual se mostra propicio para o aprimoramento/desenvolvimento de métodos

alternativos no Brasil e no exterior.
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5 CONCLUSAO

A anélise dos dados levantados - relativos a avaliacdo da aplicabilidade de métodos
alternativos reconhecidos pelo CONCEA para a avaliagdo toxicoldgica de NPs — nos permite
concluir que:

1. Os estudos encontrados sobre RHE para avaliacdo de irritacdo cuténea e corroséo

dérmica apontam convergéncias nas comparacdes realizadas entre o0 método alternativo
e testes paralelos. O mesmo foi observado para o ensaio 3T3-NRU para avaliacdo de
fototoxicidade e o LLNA: BrdU-ELISA para avaliagdo da sensibilizagdo cuténea.
Alguns autores fazem afirmacgdes sobre a provavel aplicabilidade da GI OECD n° 431
para corrosdao dérmica (OECD, 2018), da Gl OECD n° 432 para fototoxicidade (artigo
#2 - CHOl et al., 2011) e da Gl OECD n° 442B para sensibilizagdo cutanea (artigo #2 -
CHOI et al., 2011) em processos de avaliagcdo de seguranca de NPs. No entanto, essas
informacdes devem ser consideradas com cautela, j& que atributos de caracterizagdo
descritos como essenciais na literatura cientifica ndo foram, devidamente, aferidos nos
estudos em questdo. Nesse sentido, cabe ressaltar que a confiabilidade dos resultados de
estudos envolvendo NPs estd, diretamente, ligada a adequada caracterizacao fisico-
quimica e a compreensdo do comportamento das NPs em diferentes meios, do contrario,
existe a possibilidade de ocorréncia de viés metodolégico.

2. O ensaio in vitro 3T3-NRU deve ser aplicado com ressalvas e de fato é aconselhavel
apenas para estudos de triagem, onde se busca o estabelecimento preliminar de faixa de
doses a serem empregadas em estudos de toxicidade in vivo, sendo essa uma
caracteristica desse ensaio, independente da substancia-teste ser ou ndo uma NP.

3. O método farmacopeico teste de endotoxina bacteriana para a deteccdo de contaminacao
por endotoxinas deve ser utilizado com cautela na avaliagdo de NPs. A fim de se evitar
interferéncias, recomenda-se o uso da arvore decisoria de Dobrovolskaia, Germolec e
Weaver (2009) e a realizacdo dos testes-controle. Sabendo-se que a despirogeneizacéo
pode gerar alteracdo nos efeitos bioldgicos das NPs, sugere-se a prevencdo da
contaminagdo tanto no momento da sintese como no decorrer dos ensaios, por meio da
elaboracéo de protocolos proprios, como a melhor op¢do no momento. E essencial que
0s pesquisadores passem a testar as NPs para verificar a possibilidade de contaminacgéo
por endotoxinas em suas matérias-primas. Por outro lado, um método mais adequado

para a deteccdo se faz necessario.
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Permanece a necessidade de um processo de caracterizagdo mais completo para NPs,
conforme orientam as referéncias que tratam da caracterizacdo para estudos
nanotoxicologicos. Dados sobre a estrutura cristalina/cristalinidade nao foram
identificados em nenhum dos estudos encontrados e devem ser reportados, bem como
os de morfologia/forma, status de agregacéo, carga e area superficial, método de sintese,
fonte/origem do material e pureza; atributos identificados neste trabalho como
raramente reportados.

E urgente a formalizacio de protocolos internacionais especificos para NPs, inclusive
para os testes de citotoxicidade. Estudos cientificos sobre NPs que envolvam a aplicacéo
das Gls da OECD sédo escassos, ou ndo sdo disponibilizados nas bases de dados
cientificos. Devem, portanto, ser estimulados na comunidade cientifica.

A maior parte das metodologias recuperadas neste trabalho abordou estudos in vitro;
apenas um deles se deu em modelo in vivo. O fato indica que os métodos de substituicdo
vém sendo mais usados em comparacdo aos de reducéo e refinamento nos testes com
NPs e materiais nanoestruturados. Vale, no entanto, lembrar que muitos dos testes in
vitro sdo usados apenas como método de triagem e ndo substituem, plenamente, a
utilizacdo do modelo animal, que, muitas vezes, sdo aplicados num processo mais tardio
e como meio de avaliagdo complementar/conclusiva.

Embora ndo tenha sido objeto deste estudo, 0 modelo RHE e o ensaio com células TLR4
foram apontados pelos autores como promissores para a avaliacdo de fototoxicidade e
deteccdo de endotoxinas, respectivamente.

Por fim, o estudo se faz util, primeiramente, para demonstrar que a adocdo de
estratégias de caracterizacdo de NPs mais completas e padronizadas permanece como
grande desafio mundial no campo da nanotoxicologia. O estudo também estimula a
concentracdo de esforgos nos testes que apontaram bons resultados e elucida quais
ensaios estdo sendo utilizados como ferramentas no momento, com suas ressalvas.
Somado a isso, as precaugdes enumeradas acerca das endotoxinas e a necessidade
identificada de investimento em metodologias protocolizadas, contribuem com o

desenvolvimento das metodologias alternativas no Brasil.
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