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RESUMO

Meétodos inovadores aplicadas na avaliacéo de alergenicidade de nanomateriais

'Soraia, F. B. Valadares, M. C.
Laboratério de Ensino e Pesquisa em Toxicologia In Vitro - Tox In- Faculdade de Farmécia da UFG.

Introducdo: O uso em excesso de nanomateriais (NMs) fulerenos (C60), didéxido de
titdnio (TiO2) e nanotubos de carbono parede simples (NTCPS) em diversas areas da
industria, resultou no aumento da exposicdo humana e ambiental, sendo necessaria a
preocupacdo com a avaliacdo da toxicidade desses NMs. Estudos comprovam que esses
podem interagir em diferentes sistemas, incluindo o sistema imunoldgico, podendo
provocar diversas alteracfes em nivel celular e tecidual evidenciando a necessidade de
avaliar o potencial alergénico desses NMs. Objetivo: Investigar o potencial alergénico
de NMs (TiO2, NTCPS e C60) por meio de métodos inovadores, livres de animais, com
validacdo regulatéria e/ou cientifica. Metodologia: A priori, realizou-se a dispersdo dos
NMs em meio para cultivo celular e meio aquoso onde as amostras foram preparadas em
concentracdo inicial de 200 pg/mL para realizacdo dos testes. Apos a dispersdo foi
realizada a caracterizacdo dos NMs por meio da técnica de espalhamento dindmico de luz
(DLS) e analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA). Seguindo para os ensaios de
internalizacdo realizados com células de fibroblastos 3T3/balb por meio da técnica de
microscopia de campo escuro. Para o esclarecimento do potencial de sensibilizagdo da
pele foi realizado a avaliacdo do primeiro evento-chave por meio do método mDPRA que
avaliou o porcentual de deplecéo dos peptideos cisteina e lisina quando em contato com
os NMs. Partindo para a averiguagdo do terceiro evento-chave que demonstrou o indice
de estimulacdo do marcador CD86 presentes em células dendriticas quando em contato
com o produto alergénico por meio da técnica U-SENS™. Por ultimo, foi realizado a
determinacdo da quantificacdo de citocinas inflamatérias. Resultados: NMs
demonstraram homogeneidade quando avaliados o diametro e indice de polidisperséao,
permitindo a realizacdo dos testes de alergenicidade e modulacdo de citocinas, com
valores de polidisperséo NTCPS (0,148), C60 (0,105) e TiO2 (0,548). O mDPRA
demonstrou o possivel potencial alergénico dos NMs sendo estes categorizados dentro da
classe de positivo moderado com o porcentual médio de deplecédo dentro do estabelecido
pela a OECD. Os ensaios de internalizacdo demonstraram que ocorreu internalizacdo do
NM nas células. Dados do ensaio U-SENS™ comprovaram aumento na expressdo do
marcador CD86 com IS > 150 para NTCPS, C60 e TiO2. Com EC150 para NTCPS
(189,48 pg / mL), C60 (91,72 pg / mL) e TiO2 (183,05 pg / mL). Os ensaios de
guantificacao de IL-8 demonstraram aumento significativo da citocinas para os NMs C60 e
NTCPS. Conclusédo: Os ensaios demonstram que as técnicas mMDPRA e U-SENS ™ séo
capazes de avaliar o potencial alergénico de nanomateriais, contribuindo para o
entendimento e compreensédo dos efeitos desses NM quando em contato com o
organismo humano.

Palavras-chave: Caracterizacdo de nanomateriais, metodologias inovadoras,
alergenicidade, quantificacao de IL8.

Agradecimentos: ToxIn, CNPq, CAPES, FINEP




Innovative methods applied in the assessment of allergenicity of nanomaterials

'Soraia, F. B. G; Valadares, M. C.
!Laboratory of Teaching and Research in Toxicology In Vitro - Tox In- Faculty of Pharmacy, UFG.

Introduction: The excessive use of fullerene (C60), titanium dioxide (TiO2) and single-wall
carbon nanotubes (SWCNTS) in several areas of the industry has resulted in increased
human and environmental exposures, evidencing the need for the assessment of
toxicological profile of these nanomaterials (NMs). Studies have shown that the interaction
of these materials in different systems, including the immune system, may cause several
alterations at the cellular and tissue level, demonstrating the need to assess the allergenic
potential of these NMs. Nonetheless, few data are available regarding the applicability of in
vitro evaluation platforms for NMs toxicity assessment. Objective: The aim of this study
was to investigate the skin sensitization potential of NMs (TiO2, SWCNTs and C60)
through innovative animal-free methods with regulatory and/or scientific validation.
Methods: after dispersion in aqueous solvent, the samples were characterized through
the Dynamic Light Scattering (DLS) and Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) techniques,
while the internalization assays were carried out using the dark field microscopy technique
(Cytoviva). For the assessment of skin sensitization potential, validated methodologies for
regulatory/scientific purposes were used. The key-event 1 of skin sensitization adverse
outcome pathway (AOP) (reactivity with skin peptides) was evaluated using the micro-
Direct Peptide Reactivity Assay (micro-DPRA) technique and the key event 3 (dendritic
cells activation) using the U-SENS™ assay followed by cytokine quantification through the
Cytometric Bead Array method by cytometer of flux. Results: NMs were well dispersed
when sonicated allowing the evaluation of the allergenicity and modulation of cytokines
tests. With the PDI values SWCNTs (0.148), C60 (0.105) e TiO2 (0.548). The
internalization assays demonstrated that NMs were internalized by fibroblasts, achieving
the intracellular compartment. The mDPRA demonstrated that the NMs interacts
potentially with skin peptides, demonstrating a significant percentage of depletion,
characterizing these materials as moderate positive sensitizers according to the first key-
event of sensitization. Data from the U-SENS™ assay also demonstrated an increase in
CD86 marker expression with Stimulation Index (SI) higher than 150 in a concentration-
dependent manner, with EC150 for SWCNTs (189.48 pg/mL), C60 (91.72 pg/mL) and
TiO2 (183.05 pug/mL). Additionally, cytokine quantitation assays demonstrated a significant
production increase of IL-8 by U937 monocytic cell line exposed to NMs, which is a known
biomarker of dendritic cell activation. Conclusion: The results demonstrated that micro-
DPRA and U-SENS™ methods are applicable for skin sensitization potential assessment
of nanomaterials. Furthermore, the evaluated materials presented a positive profile for skin
sensitization regarding the first and the third key-event of the Adverse Outcome Pathway
of allergenicity.

Key-words: Characterization of nanomaterials, innovative methodologies, allergenicity,
IL8 quantification.
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1. INTRODUCAO

1.1. Contextualizag&do de nanociéncia, nanotecnologia e nanotoxicidade:

A definicdo do termo nanomaterial (NM) ainda ndo é bem estabelecida. Porém
ja se sabe que a origem do prefixo ‘nano-’ vem do grego vavo (ando). No campo cientifico,
o termo significa, uma medida de 10° unidades. Na tentativa de definir o termo a
Comissédo Europeia, emitiu uma recomendacgdo sobre a definicAo de nanomaterial. A
mesma conceituava esses produtos como qualquer material natural, incidental ou
fabricado, que contém particulas num estado desagregado ou na forma de um agregado
ou de um aglomerado, cuja sua distribuicdo seja de 50% ou mais em dimensdes externas
na gama de tamanhos compreendidos entre 1 a 100 nandémetros (ECVAM, 2011).

Esses materiais sdo conhecidos pela a grande aplicagdo em diversos campos
das ciéncias, devido serem dotados de propriedades especificas que possibilitam o
desenvolvimento de dispositivos principalmente na éarea da biomedicina e da
biotecnologia (GUIDANCE, 2011). A nanociéncia é responsavel por processos de
manipulagdo e engenharia de matéria em escala manométrica, considerando as
propriedades elétricas, Opticas, térmicas e mecanicas desses NMs que sdo determinadas
de acordo com o agrupamento de moléculas e atomos, diferenciando-os dos materiais em
maior escala (TARAFDAR; SHARMA; RALIYA, 2013).

A nanociéncia também engloba o ramo da nanotecnologia que abrange a
producdo, caracterizacdo e aplicacdo de novos componentes nanométricos em produtos
Uteis (dispositivos e sistemas), fornecendo a possibilidade de aprimorar produtos ja
existentes ou permitindo a criagcdo de novos produtos sob medida e com propriedades
quimicas, fisicas e biologicas determinantes, considerando a sua forma e tamanho em
nanoescala. Esses produtos beneficiam diversos setores, o alimenticio, eletrénico,
farmacéutico, biotecnolégico, médico-hospitalar, agricola e na producdo de cosméticos
(TARAFDAR; SHARMA; RALIYA, 2013).

Indubitavelmente, a nanotecnologia € um dos ramos da ciéncia que mais se
desenvolve, atualmente, com altos investimentos em pesquisa, sendo que 0s maiores
investidores sédo os Estados Unidos, Alemanha e Japao, enquanto que o Brasil integra um

grupo abaixo, no qual se encontram China e india. O crescente investimento nesse ramo




da ciéncia impulsiona o mercado mundial e potencializa o0 consumo de materiais, produtos
e processos voltados para esta area (NOLASCO, 2016).

Atualmente, existem variedades de NMs, sendo que essas nanoestruturas
podem apresentar diferentes tamanhos e formas. No geral, esses NMs sao classificados
em dois grupos, materiais organicos ou inorganicos, porém, é possivel ter uma
nanoparticula hibrida inorganico-organica. Podendo ser produzidos a partir de materiais,
como, carbono, metais, 6xidos sulfetos, entre outros (AILTKEN, et al., 2006; KREYLING;
SEMMLER-BEHNKE; CHAUDHRY, 2010; GUIDANCE, 2011). As nanoparticulas
organicas, na maioria das vezes sao compostas por carbono e hidrogénio, formando
hidrocarbonetos, diferentes das nanoparticulas inorganicas que ndo contém atomos de
carbono. Os NMs organicos incluem em seu grupo carbonos, nanocarreadores
poliméricos e baseados em lipidios. Diferentemente das nanoparticulas inorganicas
incluem nanoparticulas metélicas / plasmoénicas, magnéticas, semicondutoras e baseadas
em silica.

No grupo dos materiais organicos destacam-se nanoestruturas como 0s
nanotubos de carbono e o fulereno que serdo enfatizados neste trabalho. Outro NM que
sera avaliado é o diéxido de titanio, incluido dentro do subgrupo dos éxidos metélicos que
abrangem o grupo de materiais inorganicos. O esquema abaixo, baseado no trabalho de

Glauciene Marcone (2017), demonstra a classificacdo dos NMs.

Figura 1. Esquema de classificagdo dos NMs orgéanicos e inorganicos.
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Fonte: préprio autor.

Dessa forma, NMs s&o categorizados de acordo com seu tamanho,
composicdo, forma e origem (JEEVANANDAM, 2018) e se destacam nos avangos

tecnoldgicos devido as suas caracteristicas fisico-quimicas especificas que Ihes conferem




carateristicas Opticas, magnéticas, cataliticas mecanicas, elétricas, termodinamicas e
eletroquimicas, Unicas e vantajosas para aplicacdes industriais e biomédicas
(CUIDANCE, 2011) podendo sofrer mudancas de acordo com o tamanho. Além do
diametro, existem outras variaveis que podem influenciar diretamente nas propriedades
desses NMs, como por exemplo a composi¢cado quimica e a forma de uma nanoparticula
(SEMMLER-BEHNKE; CHAUDHRY, 2010).

Com isso, é fundamental conhecer as caracteristicas dessas nanoestruturas
bem como sua aplicabilidade em escala industrial, para entao avaliar as vias de exposi¢ao
e 0s riscos decorrentes do contato direto com os seres vivos. De acordo com Powers e
colaboradores (2006) para entender apropriadamente os mecanismos e efeitos toxicos de
materiais em nanoescala é necessario compreender as propriedades e caracteristicas
desses NMs tanto fora quanto dentro do ambiente bioldégico (POWERS et al., 2006).
Existe um consenso crescente de que a caracterizacdo completa e precisa das
nanoparticulas é uma parte essencial da avaliacdo do potencial de toxicidade em
sistemas biologicos (FOSS HANSEN, Steffen et al., 2007; CARD; MAGNUSON, 2010).

1.1.1. Propriedades e aplicac6es dos nanotubos de carbono (NTC)

O NTC € uma nanoestrutura de forma cilindrica com uma ou mais camadas de
grafeno que se diferenciam em dois subgrupos, os nanotubos de parede simples
(NTCPS), compostos apenas por uma folha de grafite (Figura 2). E os nanotubos de
carbono de parede multipla (NTCPM) que inclui varias folhas de grafite concéntricas na
sua composicao. Sao formados por folhas de grafite coaxial enroladas em cilindros com
extremidade fechada e uns arranjos hexagonais de atomos de carbono com hibridizacéo,
similares aqueles que formam a grafite (FERREIRA; RANGEL, 2009) com diametro de 5 a

20 nm embora os diametros possam exceder 100 nm (De VOLDER., 2013).

Figura 2. Estrutura dos Nanotubos de carbono parede simples.

Fonte: Ferreira, Hadma, 2009




Este NM apresenta caracteristicas exclusivas que geram inameras
investigagbes para possiveis aplicagfes, como, resisténcia a tracdo, alta estabilidade
quimica e térmica, alta elasticidade, podendo exibir condutividade metalica (GOODING,
2005) sensora, e de armazenamento de energia (TROJANOWICZ, 2006) sendo o0s
NTCPS, excelentes semicondutores (DING et al., 2009). A propriedade eletrica e éptica
de NTCPS dependem sensivelmente da estrutura do tubo (SAITO; DRESSELHAUS G.;
DRESSELHAUS M., 1998).

Dentre as inimeras aplicacdes desse composto, estdo as bioldgicas, tais como
diagnéstico de doencas e liberacdo controlada de farmacos (do inglés: “Drug Delivery”)
(CHERUKURI et al., 2004). Ambos os tipos de nanotubos de carbono podem ser usados
em potencial para fabricacdo de dispositivos eletrbnicos e terapias biomédicas. A
capacidade de absorver a luz infravermelha, gerar calor, peso leve e estabilidade quimica
encorajaram o0s cientistas a investiga-lo como uma ferramenta de diversas terapias,
inclusive para o cancer (MADANI; MANDEL; SEIFALIAN, 2013).

1.1.2 Propriedades e aplica¢des do didxido de titanio (TiO2)

O TiO2 € um NM de estrutura amorfa, considerado multiusual, principalmente
por causa da sua funcéo de fotocatalizador (OHTANI; OGAWA; NISHIMOTO, 1997). Além
de fotocatalizador, possuem propriedades fotocataliticas Unicas, excelente
biocompatibilidade, alta estabilidade quimica e baixa toxicidade. Este NM tem motivado
interesse em escala industrial, intensificando os estudos experimentais e tedricos para
aplicacdes biomédicas (YIN et al.,2013).

O composto também ¢é utilizado na terapia fotodinAmica para tratamento de
cancer, obtencdo de imagens no diagnostico de doencas, biossensores para ensaio
biolégico e engenharia genética (CHEN; SELLONI; CHEN, 2014). Além disso, é utilizado
também na producdo de protetores solares, células fotovoltaicas, e inclui, uma série de
aplicacbes ambientais e biomédicas, tais como degradacao fotocatalitica de poluentes,
purificacdo da &gua, biossensibilizacdo e entrega de farmacos (CHEN; SELLONI; CHEN,
2014), na fabricacdo de préteses dentarias, maquiagens, creme dental branco, pintura
opaca, producdo de tintas, vidros, dispositivos eletrbnicos e aditivos alimentares, na
industria automotiva, com a funcao de remover emissdes prejudiciais de gases de escape

e em usinas de energia para remover 6xidos nitrosos (CHARLES et al., 2016).




1.1.3 Propriedades e aplicacdes do fulereno (C60)

Os C60sdo uma forma de carbono, composto por estrutura com arranjo
esférico, elipsoide ou cilindrica, com dezenas de &omos de carbono. Consistem em
folhas de anéis de carbono hexagonais, pentagonais ou heptagonais permitindo a
formacdo de estruturas tridimensionais. A menor estrutura descoberta é o carbono 60
(Figura 3) conhecido como buckminsterfullerene e as vezes chamado de buckyballs
(HUCZKO; BYSZEWSKI, 1998).

Figura 3. Estrutura bidimensional da molécula de C60 produzida no aplicativo ChemDraw
Ultra 7.0.

Fonte: préprio autor.

Suas propriedades moleculares diversas permitem atuar com funcdo de
semicondutor, condutor e supercondutor sob condicbes especificas. Possui efeito
fotocromico, que é uma mudangca na transmissdo de luz com base na intensidade,
capacidade de reter outras substancias no interior da molécula, de absorver os radicais
livres, entalpias de decomposicao, transporte de carga, propriedades termodinamicas e a
desordem molecular (YADAV, 2018; MACOVEZ, 2018).

A estrutura Unica de gaiola de carbono do C60 oferece inUmeras oportunidades
de funcionalizacdo, dando ao NM grande potencial para aplicagdes no campo da medicina
(MATIJA et al., 2013). Pode ser adicionado a estrutura a capacidade de atracdo de
elétrons e numerosos compostos funcionais com propriedades amplamente diferentes
(LIU et al., 2014), estendendo suas aplicacbes para areas diferentes da ciéncia,
especialmente aquelas relacionadas a engenharia biomédica incluindo terapia de céancer,
terapia fotodindmica, utilizados para estudos antivirais e antibacteriano para futura
aplicacdo no tratamento dessas infeccbes, para a producdo de biossensor, produtos
antioxidante, entrega de farmacos, entre outros (GOODARZI et al., 2017).

Com o uso abrangente desses NMs a base de carbono e 6xido, surgiu em

paralelo a preocupacao devido a nanotoxicidade decorrente a exposi¢cédo desses produtos,




descartados em diferentes ambientes, sejam naturais, urbanos ou industriais, sem o
devido controle e regulamentagdo (CHORTAREA et al., 2018). A atengao e cautela em
relacdo a exposicao desses produtos é pertinente, visto que, a uma crescente producao
industrial o que aumenta o risco de exposicdo, devido o elevado contato da area
superficial desses produtos com o ser humano devido a alta reatividade quimica. Além
disso, a enorme diversidade composicional e estrutural possibilita 0 maior contato com os
trabalhadores responsaveis pela a sinteses, preparacfes, modificacdes finais desses
produtos.

Existem poucas informacdes e dados toxicologicos relacionados a esses
produtos. Esse déficit, esta relacionado com a auséncia de ensaios validados disponiveis
para avaliar nanotoxicidade, necessitando de novas metodologias ou ensaios adaptados
(PIPERIGKOU et al., 2016). A maioria dos estudos existentes avaliam apenas
citotoxicidade, ou eventos isolados relacionados a toxicidade. Essa escassez de
informac&o € nitida, principalmente quando se avalia o end point de sensibilizacao
dérmica. Necessitando de adaptar ensaios ja existentes para a avaliagdo desses

produtos.

1.2 Regulacao, exposicéao e toxicologia geral de NMs

Conforme descrito no documento da Unido Europeia para registro de novos
produtos e/ou produtos produzidos em alta escala o Registro, Avaliagdo, Autorizagéo e
Restricdo de Produtos Quimicos (do inglés: REACH- Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals) toda substancia quimica fabricada, incluindo
os NMs, devem ser avaliados quanto o seu potencial toxico e o risco de exposicao
(DONCHEVSKAYA, 2009). Sendo assim, o regulamento, visa melhorar a protecdo da
saude humana e do ambiente frente aos riscos decorrentes de produtos quimicos e,
simultaneamente, fomentar a competitividade da industria quimica (HARTMANN et al.,
2017).

O REACH promove a utilizacdo de métodos alternativos a experimentacao
animal para a avaliacdo de toxicidade de substancias e NMs, tendo em vista a redu¢éo do
namero de ensaios em animais e uma ciéncia de qualidade. Em principio, 0 Regulamento
aplica-se a todas as substéncias quimicas, ndo apenas as usadas em processos
industriais, mas também, as que compdem produtos acabados, que fazem parte do

cotidiano, como, por exemplo, as contidas em produtos de limpeza e tintas, em artigos
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como o vestuario, o mobiliario e os aparelhos elétricos (RAUSCHER; RASMUSSEN,;
SOKULL-KLUTTGEN., 2017). O documento tem impacto, ndo somente na maioria das
empresas da Unido Europeia, mas também no mundo (HARTMANN et al., 2017).

O aumento significativo da producéo de novas substancias, e o crescimento de
ciéncias como a nanotecnologia e nanociéncia, provoca uma eminente preocupagcao com
os efeitos biolégicos, em especial a toxicidade desses NMs. Mesmo sendo compostos
com propriedades bem conhecidas, podem representar um perigo quando projetados em
tamanho manométrico (NHI., 2016). Pipegkou e colaboradores (2016) evidenciaram a
preocupacao com os NMs. Segundo os autores, quando em contato direto com o ser
humano e 0 meio ambiente, esses produtos podem resultar em efeitos toxicos, havendo
assim, a necessidade de estudos obrigatérios no campo da nanotoxicologia.

Estudos, tém evidenciado que a toxicidade desses NMs € devida, suas
caracteristicas de superficie, reatividade (MOTOHIRO et al., 2011) biopersisténcia e alta
similaridade a tipos especificos de fibras de amianto micronizadas, que ja sdo conhecidas
por sua alta toxicidade (CHORTAREA et al., 2018).

Em relacdo as principais vias de exposicdo humana dos NMs, Pallardy e
colaboradores (2017) ressaltam ser por contato dérmico e inalacdo. Além disso, estudos
atribuem que 5 sistemas diferentes e 6rgdos, como, a pele, o sistema tratogastrointestinal,
o0 sistema respiratério, a cavidade nasal e os olhos podem ser afetados pelos 0s mesmos.
O esquema abaixo (figura 4) demonstra os caminhos mais provaveis de redistribuicdo ou
migracdo, desses produtos e quais possiveis 6rgaos, a serem atingidos (KAGAN et al.,
2010; YOKEL; MACPHAIL, 2011).




Figura 4. Representacdo das vias de exposicdo e possiveis 0rgdos de provaveis
translocacao dos NMs.
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Fonte: Adaptado de KAGAN et al. (2010); YOKEL; MACPHAIL, (2011)

De acordo com Ema e colaboradores (2011), durante o processo de fabricacéo,
uso e descarte de NMs. A pele e os olhos s&o os 6rgéos de maior risco de exposi¢cao (EMA
et al., 2011) provavelmente, por estarem em contato direto com o ambiente externo. Porém,
uma pergunta frequente entre os pesquisadores, é se realmente NMs sdo capazes de
ultrapassar a camada da pele e serem absorvidos através do estrato corneo (Figura 4) se
acumulando nos tecidos dérmicos. A literatura demonstra que ha poucas informacdes
disponiveis sobre a entrada desses materiais pela epiderme. Sendo um caminho longo a
percorrer.

A figura 5, esclarece a composicdo da pele, sendo que essa estrutura €&
composta por trés camadas diferentes, a epiderme, a derme e a hipoderme,
respectivamente. Essas camadas possuem células especializadas que sdo importantes
para a compreensdo das respostas imunologicas e da agdo dos nanomateriais no
organismo (PALLARDY; TURBICA; BIOLA-VIDAMMENT, 2017).




Figura 5. Estrutura da pele demonstrando a epiderme, a derme e a hipoderme.
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Fonte: préprio autor.

A permeacao de NMs por via dérmica € considerada extremamente baixa em
condicbes normais. Porém, a pele € o 6rgdo mais propenso a sofrer constantes danos
mecanicos e irritacdes, provocadas diariamente por produtos quimicos e diferentes
materiais. Quando a funcdo da barreira da pele é rompida, NMs diversos podem passar
pelos tecidos da pele, e consequentemente, penetrar as camadas mais profundas como a
hipoderme, causando efeitos imunomoduladores, tais como ativacdo de células e
citocinas inflamatérias (YOSHIOKA et al., 2017; JATANA; DELOUISE, 2014).

Os foliculos pilosos (Figura 5) sdo estruturas presentes na pele e funcionam
como reservatorios eficientes de longo prazo, adequados para o acumulo de NMs.
Embora permaneca desconhecido se esses NMs podem realmente penetrar na
pele através dos foliculos pilosos. A via folicular pode ser uma das vias de penetracdo dos
NMs (PATZELT et al.,2011; YOSHIOKA et al., 2017).

Segundo Sapna Jain e colaboradores (2012) a captacdo desses materiais
ocorre pelos poros da pele, cruzando a primeira camada de protecao (estrato corneo) e se
localizando ao redor da raiz dos foliculos pilosos. Alguns fatores podem influenciar na
interacdo desses produtos com o sistema imunitario, entre eles, estdo as caracteristicas
fisico-quimicas dos NMs (KUHN et al., 2014) e o estado de barreira da pele. Ou seja, a
condicdo de saudavel ou doente da epiderme (YOSHIOKA et al., 2017).

Quando os NMs conseguem atravessar a camada da pele, células do sistema
imunoldgico séo responséaveis pelo conhecimento, captacdo, processamento e liberacao
de NMs no organismo. Entre essas células estdo os macréfagos, que podem captar essas

nanoparticulas e transporta-las pelo sistema imune (GUSTAFSON et al., 2015).
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NMs séo captados por células por meio de diversas vias, podendo ser por vias
endociticas, mediadas por clatrina, vias cavéolas, vias receptoras depuradoras ou
processos de fagocitose e macropinocitose (KUHN et al. 2014; PALLARDY; TURBICA;
BIOLA-VIDAMMENT, 2017) e por processo mecanico passivo, sem gasto de energia
(BIANCO; KOSTARELOS; PRATO, 2005; YANG, 2007; JAIN, 2012). Esses processos de
internalizacdo sao profundamente dependentes das propriedades dos NMs, como
tamanho, forma, revestimento superficial e ambiente celular (PALLARDY; TURBICA;
BIOLA-VIDAMMENT., 2017). Habraken e colaboradores (2016) demonstrou que o
tamanho da nanoparticula e o tipo de célula envolvida no processo de absorcdo séo
criticos na determinacao da via que sera utilizada.

A via de endocitose mediada por clatrina € conhecida por incluir o processo de
pinocitose, uma forma de endocitose mediada por receptor. Essa via abundante, é
essencial para a absorcdo de muitas moléculas, como a lipoproteina de baixa densidade
e a transferrina (SAHAY; ALAKHOVA; KABANOV, 2010; KUHN et al., 2014). Quando a
endocitose mediada por clatrina € iniciada, os chamados “buracos revestidos” entram em
acado consistindo de receptores transmembranar e proteinas citosoélicas, como a clatrina e
0 complexo proteico adaptador - AP2 (CONNER; SCHMID, 2003; KUHN et al., 2014).

Na endocitose, os NMs sdo envolvidos nas primeiras vesiculas endociticas e,
portanto, ndo sao diretamente transportados para o citosol. Em contraste, os NMs
internalizados através da penetracdo da membrana séo diretamente transferidos para o
citoplasma, o que pode ser a melhor escolha, particularmente para a liberacdo
direcionada as moléculas ativas (WANG et al., 2012).

Outro processo que pode estar envolvido na entrada de NTCs em células € um
processo mecanico que ocorre quando esses NMs se difundem na membrana da célula,
como uma agulha perfurando a célula, passando do meio extracelular para o meio
intracelular independente do uso de ATP (BIANCO; KOSTARELOS; PRATO, 2005;
YANG, 2007; JAIN, 2012). A presenca desses produtos dentro do organismo, podem
causar diversos efeitos téxicos nos seres humanos, prejudicando diversos orgdos e

causando efeitos no sistema imunologico, possivelmente alergias.
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Figura 6. Representa as possiveis vias de entrada dos hanomateriais nas células.
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Fonte: FCHO et al., 2011; BIANCO; KOSTARELOS; PRATO, 2005; YANG, 2007; JAIN, 2012.
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Estudos in vitro em diversas linhagens celulares, e ensaios em animais
demonstraram efeitos toxicos controversos dos NMs (LUANPITPONG; WANG; SHI KAM
et al., 2004). Ao avaliar citotoxicidade de NTC in vitro. Por meio da exposi¢céo de células
de macréfagos humanos alveolar através do teste de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil tretazolium] foi possivel comprovar que houve citotoxicidade (JIA, 2005). Ja
guando avaliado pelo teste de WST-1 em diversas células pulmonares A549 (do inglés:
adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells), ECV 304 (do Inglés: Human
urinary bladder carcinoma) e NR8383 (do inglés: rat alveolar cell line) ndo houve
citotoxicidade comprovada.

NTCPS a base de Ni, Fe provocaram em células de Rim Humana Embrionaria
(HEK293) (do inglés: Human Embryonic Kidney 293 cells) em diferentes concentracdes
(0.78-200 pg / mL) a inibicdo da fase G1. Processo que ocorre na etapa de interfase da
diviséo celular. Além disso, houve morte celular por apoptose e diminuicdo da capacidade
adesiva das células. As HEK293 também exibiram respostas ativas a NTCPS, tais como a
secrecdo de algumas proteinas de 20-30 kD para revestir os NTCPS, agregacao de
células nos NTCPS e a formacéao de estruturas nodulares (CUI, et al. 2005).

Um estudo in vitro avaliou estresse oxidativo de NTCs e deduziu que esses

NMs causaram a inducdo de oxidantes e enzimas toxicas. Sabe-se que um nivel mais
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elevado de estresse oxidativo pode levar ao processo de inflamacdo (JAIN; SINGH,;
PILLAI, 2012). Sendo um parametro importante ao se avaliar sensibilizagdo dérmica.

NTCPS também induziram a secre¢do de quimiocinas por macréfagos, nao
sendo necessaria a captacao celular para que houvesse sinalizacdo de quimiocinas por
essas células. Este estudo indica que células imunes sdo capazes de "detectar” NTCPS
através de receptores imunes especificos, sendo relevantes para o estudo do impacto
destes materiais na saude humana (MUKHERJEE et al, 2018).

Em relacdo a genotoxicidade, capacidade de agentes quimicos de danificar a
informacdo genética no interior de uma célula, causando mutacfes e induzindo
modificacdes na sequéncia dos nucleotideos e modificagdes na estrutura em dupla hélice
do DNA de um organismo vivo (COSTA-AMARAL, et al., 2019). Foi investigado o efeito
deletério das nanoparticulas de NTCPS no material genético de células V79 (do inglés:
Cellosaurus cell line V79). Resultados derivados do ensaio de micronucleos indicaram
dano cromossOGmico. Ja, 0 ensaio cometa, demonstrou um aumento no dano ao DNA
apos 3 horas de exposicdo ao NM. Concluiu-se que NTCs tém a afinidade de interagir
com o DNA, tornando-os potencialmente mutagénicos ou carcinogénicos (DOAK et al.,
2012).

Devido a sua natureza coesiva, os NTCs tendem a formar agregados estaveis
dentro dos organismos vivos, causando estresse inflamatério e oxidativo nos locais de
sua deposicdo. Estes efeitos, ao longo do tempo, podem levar a destruicdo de tecido e
orgdos e aumentam o risco de cancer (JAIN; SINGH; PILLAI, 2012). NTCs também
demonstrou que podem modular a producdo de citocinas de perfil Th2 de maneira
significativa, (DI, M. Gioacchino et al., 2011) envolvidas na resposta inflamatoria, e
citocinas tipo 2, presentes nos pulmdes (DONG; MA., 2018).

Sobre o efeito biolégico NTCPS no desenvolvimento embrionario de espécies
peixe-zebra, foi possivel revelar, que houve a inibicdo significativa do desenvolvimento
embrionario, na concentracdo de 120 mg/L. Houve atraso na eclosdo, que ocorreu
provavelmente pela a inducéo de catalisadores Cobalto e Niquel utilizados na producédo
de NTCPS, que ao longo do ensaio, permaneceram em concentracdes vestigiais apos a
purificacdo, sugerindo que materiais associados com NTCPS brutos (talvez
contaminantes de metal) tém o potencial de afetar a vida aquatica quando liberados neste
ambiente (CHENG J., FLAHAUT;CHENG E., 2007).

A maioria dos estudos descritos na literatura envolve a toxicidade pulmonar

in vivo. NTCs purificados, em doses diversas (0,1 mg / 30 mg e 3,3 mg / kg),
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apresentaram grandes agregados de particulas em macréfagos no espaco alveolar.
Alguns desses agregados também foram encontrados no intersticio, formando
granulomas em dose-dependente (0.1-0.5 mg). Foi demonstrada a mortalidade (5/9)
nos animais tratados com alta dose de NTC, sugerindo que qualquer uso intratraqueal e
estudos com NTC nao devem envolver doses muito altas. Os NTCs contém substancias
de niquel e itrio em sua composicdo. O niquel e seus compostos sdo altamente téxicos
(LAM, 2004). Demonstrando uma relagdo com a ativacao da resposta imunolégica. Ou
potencializando a sensibilidade, induzindo inflamacdo em animais com deficiéncia de
vitamina na concentracdo 0,40 pg. Em controversa, estudos realizados por Yang (2008)
demonstraram que a acumulacdo NTCPS nos pulmbes de ratos, causou baixa
inflamacdo, auséncia de mudanca nos indicadores imunoldgicos, resultando em uma
baixa toxicidade em diferentes concentragdes (40ug-1000ug).

Estudos in vivo demonstraram a presenca de neutrofilos pulmonares em
concentracdes de 10-40 pg/mL. Além disso, foi possivel observar manchas de infiltracao
celular e edemas nas vias aéreas e no intersticio quando expostos a concentracdes
maiores (TONG, 2009). Também foi possivel verificar a presengca de granulomas,
(WARHEIT ET AL., 2004; POLAND et al., 2008). O NM, também suprimiu a resposta das
células T em cobaias, 0 que foi associado aos efeitos diretos em células dendriticas
(TKACH et al., 2011). Uma vez que essas ceélulas, sdo responsaveis por apresentar alvos
estranhos aos linfocitos T por meio da migracéo aos linfonodos locais. Neste estudo, ndo
foi detectado potencial de induzir sensibilizagdo da pele, apenas irritagdo ocular. Cabe
enfatizar que a capacidade preditiva deste ensaio ndo € a melhor maneira de avaliar
atualmente sensibilizacdo da pele, sendo, que hoje, ha testes mais eficazes e que
abrangem o refinamento e reduz os nimeros de animais, eliminando mais variaveis e se
mostrando mais precisos em relacdo a utilizacdo de cobaias, um exemplo, € o0 ensaio do
linfonodo local — LLNA.

Estudos sobre sensibilizacdo dérmica de TiO2 também sdo escassos e
inconclusivos. Porém, estudos de citotoxicidade e ativacdo de células do sistema imune
disponiveis na literatura, sdo ferramentas importantes para facilitar a compreensdo dos
efeitos biologicos dos NMs e possivelmente, ajudar a esclarecer a capacidade desses
produtos de causar dermatite de contato alérgica.

Ao avaliar in vitro o efeito de TiO2 ap6s exposi¢cédo de células dendriticas, foi
possivel demonstrar que essas células, sdo capazes de capturar nanoparticulas de TiO2

eficientemente (MANOVOLA et al.,, 2008). Neste contexto TiO2também provocou a
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secrecao de IL-1B por macrofagos isolados a partir de camundongos portadores de uma
mutacéo no nucleotideo (NOD2) (RIEDLE et al., 2017). Curiosamente, um estudo in vitro
demonstrou que células dendriticas humana apds o contato com TiO2 produziram
espécies reativas de oxigénio (ROS) (do inglés Reactive oxygen species) promovendo a
maturacao das células e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (SCHANEN et al., 2013).

NM de TiO2 demonstraram aumentar a expressdao de moléculas co-
estimuladoras relacionadas a ativacao de células dendriticas CD86, CD80, MHC-1l e TNF-
a sendo que a estimulacdo dessas moléculas tem papel fundamental na avaliacdo da
dermatite de contato alérgica (ZHU et al.,2014). Além disso, esses NMs ocasionaram
ativagdo do inflamassoma NLRP3 em células THP-1, células correlacionadas com a
inducdo de inflamagcdo pulmonar in vivo resultando na expressao do receptor de IL-1
(YAZDI et al., 2010). A passagem de NMs para os ganglios linfaticos de drenagem
parecem ser dependentes do tamanho uma vez que um estudo relata apenas particulas
de 20-200 nm séo capazes de drenar livremente para os ganglios linfaticos (MANOLOVA
et al., 2008).

A exposicgdo in vivo de TiO2 em nanoescala produziu efeitos transitérios, como
inflamacé&o e lesdo celular no periodo de 24 h. Os mesmos danos foram causados nos
pulmdes quando expostos a mesmo produto (WARHEIT, et al.,2006). Exposicédo ao TiO2
desencadeou, em teste com camundongos BALB / ¢ apds exposic¢éo tdpica, uma resposta
pro-inflamatéria TH1 indugdo de células dendriticas e uma resposta na producdo de
citocina IL-2 e IFN, tendo efeito imunoestimulador modesto em células T. Foi capaz de
induzir aumento na populacdo de linfocitos quando comparados aos controles nao
tratados (SCHANEN et al., 2013).

Ao realizar a exposicdo oral de NM TiO2 um estudo de 28 semanas
demonstrou apos a exposi¢ado (64 mg/dia) de nanoparticulas de didmetros distintos (18 e
120nm), a presenca de achados histopatolégicos, deformidades no tecido do figado,
atrofia glomerular nos rins, hialinizacdo de ilhotas do pancreas, foram induzidas por
particulas de diametro menores (18 nm) porém, ndo ocorreu 0 mesmo apds a exposicao a
particulas maiores (120 nm) resultando na falta de retencao sistémica das mesmas (GU et
al., 2015).

Ao realizar a exposicao oral de NM TiO2 em camundongos C57BL / 6 por via
intranasal em dose Unica, no 4° dia pés-natal (P4) e em trés doses, nos dias pds-natais 4,
7 e 10 (cada dose = 1 pug / g peso corporal). Foi possivel concluir apoés a avaliacao

realizada no 14° dia que uma Unica dose de nanoparticulas de TiO2, desencadeou um
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influxo de células inflamatérias, e doses mdltiplas, levou ao aumento da inflamacéo,
inibicio do desenvolvimento pulmonar, infiltrado polimorfonuclear e modulacdo de
citocinas multiplas, comprovando a ativacdo da resposta imunolégica. Além disso, células
de macrofagos mostraram capturarem eficientemente as nanoparticulas de TiO 2,
(AMBALAVANAN et al., 2012).

Em relacéo a citotoxicidade de C60 in vitro, o estudo de Rancan (2002) avaliou
citotoxicidade do NM e concluiu que quando em contato com células de linfécitos T
humano, C60 provocou inibicdo do crescimento de células dendriticas, quando usado na
concentracdo de 50 uM. Ja células KEK, quando expostas a diferentes concentracfes
(0,004 a 0,4 mg/mL), sofreram diminuicdo significativa na viabilidade em comparacéao ao
controle de células, havendo também aumento na expressao de interleucina (IL) 8 apds
48 h de exposicdo (ROUSE et a.,2006).

Em controvérsia aos resultados dos estudos anteriores, um trabalho relatou
sobre a citotoxicidade de C60 em diferentes concentracbes (0-226 pg/mL),. Apés a
exposi¢do de células de macrofagos alveolar, concluiu-se que ndo haver citotoxicidade
significativa (JIA, 2005). Fioroto e colaboradores (2006) demonstram resultados
semelhantes em células macrofagicas de linhagem J774 em concentra¢des de 15-60 ug
/mL. Acrescentando que a captacao celular C60 pelas células macrofagicas foi baixa e
que a citotoxicidade desse produto, foi menor que o grafite.

Quando avaliado de acordo com seu potencial para genotoxidade, C60
provocou a inducdo de danos no DNA, medidos pelo ensaio de cometa. Além disso,
agregados de C60 no DNA provocaram mutacdes de substituicdo e transversao nos pares
de bases do material genético onde as substituicbes eram dominantes, sendo mais de
60% nas bases G:C (TOTSUKA, 2009).

A literatura relata varios ensaios envolvendo o sistema respiratério em ratos
apos a exposicao de aerossois de C60 em diferentes tamanhos (55 nm, 0,93 um) por 10
dias consecutivos. Apos o lavado broncoalveolar de ambos os grupos de exposic¢éo, foi
possivel observar pigmentos marrons de C60. A deposi¢cao pulmonar do C60 foi maior em
ratos expostos a nanoparticulas do que em animais expostos a microparticulas. Porém, o
estudo ndo encontrou alteracdes significativas nos parametros toxicolégicos avaliados,
necessitando de avaliagGes adicionais, envolvendo exposicées por inalacdo mais longa,
para melhor conclusdo sobre o potencial de toxicidade, seja na forma de nanoparticulas
ou microparticulas (BAKER, 2008).
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Avaliando o parametro de ecotoxicidade foi possivel concluir que C60, quando
expostos a embrides e larvas de “Zebra fish”, na concentracdo de 1,5 mg / mL, ndo
ocasionou morte celular, porém, ocorreu atraso no desenvolvimento de embrides (ZHU,
2007). Ja, C60 hidroxilados provocaram anormalidades no desenvolvimento embrionario e
aumento da mortalidade de peixe-zebra e cabecuda em concentracdes de 2,5 pug / mL e
10 mg/mL, respectivamente (USENKO et al., 2007).

Quando avaliados quanto a capacidade de induzir sensibilizacdo dérmica,
irritacdo dérmica e fotossensibilizacdo, os dados encontrados surgerem uma melhor
avaliacdo devido os diferentes tipos de C60 e os poucos estudos realizados. Um estudo
com C60 altamente purificados (HPFs) relatou que quando testados em animais de
laboratério o NM néo induziu irritagdo cutdnea primaria ou cumulativa, sensibilizacéo
cutanea, fotossensibilizacdo cutanea ou fototoxicidade de contato (AOSHIMA, 2009).

Existem evidéncias de que as propriedades fisico-quimicas especificas de
NMs podem potencializar ou iniciar respostas imunes alérgicas. Ja se tem esclarecido que
esses produtos podem induzir mecanismos celulares, jA elucidados e promoverem
doencas alérgicas (SHANNAHAN; BROWN, 2014). Estudos in vitro e ex vivo comprovam
gue as interacdes desses NMs com o sistema imune podem potencializar reagdes como
imunossupressdo, secrecdo de interleucinas e alteragbes em células imunologicas
(PALLARDY; TURBICA; BIOLA-VIDAMMENT., 2017).

Materiais hanomeétricos também podem afetar a polarizacdo e a reprogramacgao
de macrofagos, dependendo principalmente da sua composicdo fisico-quimica
(HOPPSTADTER, 2015). Foi demonstrado que células com fendétipos pré-inflamatérios
M1 ou anti-inflamatérios M2 exibem uma capacidade de captacao distinta para esses NMs
(MIAO, LENG, ZHANG, 2017; PALLARDY; TURBICA; BIOLA-VIDAMMENT, 2017). Dados
publicados indicam que a imunotoxicidade de NMs esta principalmente associada ao
processo de inflamacdo em animais saudaveis e agravamento de patologias
(FROEHLICH, 2015).

Farrera & Fadeel (2015) demonstram que NMs diversos, sofreram 0 processo
de internalizagdo quando interagiram com ceélulas imunes inatas. Segundo os autores,
isso pode mistigar a toxicidade desses produtos, provocando um resultado falso negativo.
Embora tenha havido muitos estudos examinando a nanotoxicidade de NMs para o
sistema respiratorio, ha uma falta de conhecimento sobre a nanotoxicidade por exposi¢cao
a pele, especialmente sobre os efeitos imunomoduladores que esses, podem ocasionar,

potencializando o surgimento ou agravamento de alergias (YOSHIOKA et al., 2017).
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Estudos tem demonstrado que NMs carregados negativamente induziram a liberacdo de
TNF-a e IL-8 pelas células THP-1, enquanto ambas as particulas carregadas
positivamente e negativamente poderiam ligar o fibrinogénio com alta afinidade (DENG,
2012).

Moléculas de citocinas também estdo envolvidas nesse processo. Realizam
funcdes na mediacdo e regulacdo da resposta imune e sdo geralmente reconhecidas
como biomarcadores de imunotoxicidade. Embora a especificidade dessas citocinas seja
de mediar substancias quimicas, pesquisas sobre sua aplicabilidade tém considerado sua
utiizacdo para prever e monitorar a imunotoxicidade de NMs artificiais
(ELSABAHY, WOOLEY, 2013). As citocinas podem mediar respostas inflamatdrias locais
e sistémicas, e também podem ser distribuidas ao longo da circulag@o para varios locais
de atividade. A desordem resultante do sistema imunoldgico pode levar ao aumento da
incidéncia de doencas autoimunes, alérgicas e até mesmo neoplasicas (BATISTA-
DUHARTE; LINDBLAD; OVIEDO-ORTA, 2011).

Existem diversos estudos descritos na literatura referente a
imunocompatibilidade e imunotoxicidade de NMs, contribuindo para o esclarecimento e
compreensao dos efeitos desses produtos quando em contato com o sistema imunolégico
(DOBROVOLSKAIA et al.,, 2009; ENGIN et al., 2017; PALLARDY; TURBICA; BIOLA-
VIDAMMENT, 2017). Essas informacfes s&o de total relevancia para os estudos de
sensibilizacdo dérmica e esclarecimento do pontencial alergénico. Permitindo o uso em
guantidade segura para a producdo e planejamento de medicamentos e produtos
acabados (DOBROVOLSKAIA; SHURIN; SHVEDOVA, 2016).

1.3 Sensibilizacdo da pele — Dermatite de contato alérgica

Conforme definido pelo Sistema Globalmente Harmonizado de classificacdo e
rotulagem das NacOes Unidas Produtos quimicos (referente ao inglés “Globally
Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals-GHS”, 2017), o termo
sensibilizante dérmico refere-se a uma substancia que resultara em uma resposta alérgica
apos exposicdo repetida. Cabe ressaltar que sensibilizacdo da pele € um termo usado
para denotar os perigos regulatérios conhecidos como contato alérgico humano, dermatite
ou hipersensibilidade quando avaliado em roedores, sendo, um importante parametro a
ser considerado para a avaliacdo de risco de produtos quimicos (OECD, 2012). O sistema

GHS propde que sensibilizantes, sejam categorizados em categoria 1 e se os dados
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forem suficientes, existem as subcategorizacfes 1A, representando materiais altamente
alergénicos e 1B, materiais de baixo e moderado potencial alergénico. Contudo, o ato
publico mencionado ndo descreve sobre essa subdivisdo da categoria 1.

O inicio do processo de sensibilizacdo dérmica ocorre através do evento de
iniciacdo molecular, onde o produto quimico, quando eletrofilico, possui a capacidade de
penetrar no estrato corneo e reagir com as proteinas cutaneas e a sua hidrofobicidade
(ROBERTS, SCHULTZ, et al., 2016). As substancias quimicas podem atuar de maneira
indireta como sensibilizantes ou requererem algum nivel de ativacdo sendo por processo
abidtico, auto oxidacdo presente na pele ou bidtica por biotransformacéo. Aquelas que se
tornam eletrofilicas ativam o processo abiético e sdo denominadas de pré-haptenos. J4,
as que requerem metabolizacdo pelo sistema enzimético celular sao classificadas como
pro-haptenos (OECD, 2012) podendo a mesma substancia ativar os dois mecanismos,
passando a ser classificada por pré-hepteno.

A manifestacéo clinica desencadeada por substancias quimicas sensibilizantes
dérmicas, é a dermatite de contato alérgica. Frequente provocada por uma rea¢do imune
tardia de hipersensibilidade do tipo 1V, mediada por células T contra quimicos de baixo
peso molecular, apds exposicado repetida. E caracterizada por duas fases diferentes, a
fase de inducdo da resposta imune e a fase de estabelecimento da reacdo imunoldgica,
referente a exposicdo repetida com o mesmo produto quimico ou outro produto que
apresente reatividade cruzada com o mesmo (OECD, 2016). E importante destacar que
esta manifestacdo clinica pode provocar graves problemas clinicos e socioecondmicos
(KOSTNER et al., 2017).

Na fase de inducdo, o produto quimico ou alérgeno penetra na epiderme,
camada externa da pele. Formando o complexo proteina-alérgeno, processo denominado
de haptenacdo. Durante esta passagem, os produtos quimicos estdo potencialmente
sujeitos a processos de biotransformacdo ou oxidacdo. Quando por via processos de
metabolizacdo enzimatico ocorrido em células de queratindcitos, podem aumentar ou
diminuir o potencial alergénico. O conjugado estavel, € processado por células dendriticas
epidérmicas (isto €, células de Langerhans) e dérmicas de forma direta ou indireta, via
gueratinécitos ativados (OECD, 2012).

Como consequéncia, diferentes respostas bioquimicas podem ocorrer durante
esse processo. Nos queratinécitos ocorre a ativacdo de respostas inflamatérias via
producdo intracelular de interleucina (IL) -18 e aumento da expressdo de genes
citoprotetores via fator de transcricdo Nrf2 (do inglés: nuclear factor erythroid 2-related
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factor 2). Ja nas células dendriticas, ocorre o processo de amadurecimento celular:
aumento da expressdo de marcadores de superficie de membrana especificos (ex.:
CD86, CD54) e secrecao de citocinas (ex.: IL-8, IL1B, IL-12p70). Uma vez ativadas, as
células dendriticas migram para os nodulos linfaticos locais, apresentando as particulas
alergénicas aos linfocitos T via complexo principal de histocompatibilidade. Esse evento
induz a diferenciacédo e proliferacdo das células T de memdria especificas ao alérgeno,
algumas das quais recirculam por todo o corpo (OECD, 2014).

As células dendriticas exibem moléculas complexas de histocompatibilidade,
gue incluem parte do complexo hepteno-proteina para linfécitos T auxiliares (células T).
Isso induz a diferenciacdo e proliferacdo de células T de memoria especifica de
substancias alergénicas, algumas das quais recirculam por todo o corpo (OECD, 2012).
Células T de memdéria sdo acionadas para secretar citocinas especificas que induzem a
liberacdo de citocinas inflamatérias e mobilizacdo de células T citotdxicas, bem como
outras células inflamatorias circulante do sangue (PEISER et al.,, 2012). A Figura 7

representa a primeira fase do mecanismo de desenvolvimento da dermatite.

Figura 7. Representacao da fase de inducao do processo de sensibilizagao.

Fase 1: Inducéo de sensibilizacdo dérmica
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A fase de elicitacdo que corresponde ao estabelecimento da reacao
imunologica ocorre apos o contato repetido com o antigeno. Assim, segue-se novamente

a formacdo do complexo proteina-alérgeno e seu processamento pelas células
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apresentadoras de antigeno, as quais o0 apresentam aos linfocitos T de memoria
circulante. A consequéncia bioquimica disso € a secre¢ao de citocinas como INFy, IL-1,
IL-6, IL-8 e TNFaq, as quais induzem a liberagcdo de componentes moleculares e celulares
inflamatdrios e mobilizacdo de células T citotdxicas presentes na circulacdo sanguinea.
Na epiderme, ha entdo inducdo de uma resposta inflamatdria local caracterizada por
reacdes como edema, erupcdes vermelhas e bolhas cutaneas (OECD, 2014). A fase de
elicitacdo, caracterizada pelo o0 estabelecimento da reacdo imunoldgica, esta

esquematizada na figura 8.

Figura 8. Representacéo da fase de estabelecimento da reacdo imunoldgica.

Fase 2: Estabelecimento da reacao imunolégica
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Com o esclarecimento do mecanismo quimico e biolégico associados a
sensibilizacdo dérmica, foi possivel conhecer as vias do efeito adverso (do inglés:
Adverse Outcome Pathway AOP) envolvidas no processo de sensibilizacdo dérmica. O
AOP tem inicio com o evento-chave 1 e/ou evento de iniciagcdo molecular relacionado a
ligacdo covalente irreversivel do aléergeno (ou seus intermediarios reativos transformados
por conversdo abiotica ou metabdlica) as porc¢des nucleofilicas localizadas em proteinas
dérmicas que resultam na formagdo do complexo hapteno-proteina (OECD, 2015),
seguido do evento-chave 2 ou Inflamacao epidermal por meio da via de sinalizacdo de
gueratindcitos (OECD, 2015), o evento-chave 3, a ativacdo de ceélulas dendriticas por
macadores de superficies (OECD, 2018) e por ultimo, o evento-chave 4, referente a

ativagdo e proliferacdo de linfocitos T (OECD, 2010). E importante destacar que esses
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eventos-chaves resultam no estabelecimento da dermatite de contato, sendo que outros
processos bioquimicos e celulares podem estar envolvidos no processo de sensibilizacado
dérmica (OECD, 2014).

1.4 Avaliacao do potencial de produtos quimicos de induzir sensibilizacdo dérmica

Historicamente, a avaliacdo da sensibilizagdo da pele envolveu a utilizacado de
animais de laboratorio. Os métodos classicos, eram baseados no uso de cobaias, como o
teste Draize (DRAIZE et al., 1959), o teste de Maximiza¢do de Cobaia (GMPT) e o teste
de Buehler (TB) (OECD TG 406) e analisavam as fases de indugédo e elicitagdo da
sensibilizagdo da pele (OECD, 1992). Posteriormente, ensaios como o Linfonodo Local
(LLNA) - TG 429 e suas modificacdes nao radioativas LLNA:DA -TG 442A e LLNA: BrdU-
ELISA e FCM - TG 442B (OECD, 2010) ganharam maior aceitacdo em comparacao aos
0s métodos classicos, GMPT e TB, por apresentar vantagens em termos de reducao e
refinamento do uso de animais, ndo necessitando do uso de adjuvante. A Tabela 1
apresenta modelos utilizados para avaliar reacdes alérgicas na pele usando

camundongos para avaliacdo do potencial de materiais.
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Tabela 1. Modelos usando camundongos para avaliacdo do potencial de materiais em

desencadear reacdes alérgicas.

Testes de sensibilizacdo dérmica

Referéncias

Popliteal lymph node assay (PLNA)
Vitamin A acetate-fed mice assay
Mouse ear swelling test (MEST)
LLNA

LLNA in situ

Mouse ear swelling assay (MESA)
Sensitive mouse lymph node assay (SLNA)
LLNA- lymph node cell phenotyping IMDS

Reduced LLNA (rLLNA)

OECD 429 — LLNA

OECD 442A — LLNA: DA

OECD 442B — LLNA: BrdU-ELISA

LLNA: BrdU-flow cytometry method (FCM)/
Immunohistochemistry

Ex vivo LLNA: BrdU-ELISA + cytokine analysis
Modified IMDS

LLNA:DA plus elicitation phase (LLNA:DAE)
LLNA:DA plus elicitation phase (LLNA:DAE)
Two-stage LLNA:DA

LLNA — multi-endpoint evaluation

OECD 442B — LLNA: BrdU-ELISA/FCM

GLEICHMANN (1981)
MILLER (1986)

GAD et al. (1986)
KIMBER et al. (1986)

KIMBER et al. (1989)

THORNE et al. (1991)

IKARASHI et al. (1993)

DE SILVA et al. (1993); SIKORSKI et al. (1996);
GERBERICK et al. (2002) HOMEY et al. (1998)

KIMBER et al. (2006)
OECD (2010a)
OECD (2010b)
OECD (2010c)
JUNG et al. (2010)

ULKER et al. (2011)

SCHUMANN et al. (2014)
YAMASHITA et al. (2014); (2015)
ZHANG et al. (2017)
TSUCHIYAMA et al. (2017)
OECD (2018a)

Fonte: AVILA (2019)

E importante ressaltar
Camundongos, o ensaio local de linfonodos (LLNA: 429) foi adaptado em 2002 (OECD,

406). Esta diretriz, abrange o0 4° evento-chave da sensibilizacao e inclui um conjunto de

que no guia de Sensibilizacdo Cutanea em

Padrbes de desempenho (PD) que podem ser usados para avaliar o status de validacao
de métodos novos, e/ou modificados, funcionalmente e mecanicamente semelhantes ao
LLNA, de acordo com os principios do Documento de Orientacdo (ICCVAM, 2009). O
LLNA pode apresentar vantagens sobre o0s ensaios envolvendo cobaias como o BT e
GPMT quando se avalia 0 bem-estar animal, por ser uma técnica refinada e de reducao
ao uso de animais (OECD, 2010).

O LLNA representa a fase de inducdo da sensibilizacdo da pele e fornece
dados quantitativos adequados para avaliacdo dose-resposta. Uma abordagem reduzida

de LLNA (rLLNA), que poderia usar até 40% menos animais também é descrita como uma
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opcao nesta diretriz (OECD, 2010). A técnica, pode ser usada quando ha necessidade
reguladora de confirmar uma previsdo negativa do potencial de sensibilizacdo da pele.
Desde que haja aderéncia a todas as outras especificagdes do protocolo LLNA, conforme
descrito nesta diretriz (ICCVAM, 2009).

O principio basico do ensaio LLNA € a inducao da proliferacéo de linfocitos nos
ganglios linfaticos responsaveis por drenar o local de aplicacdo da substancia, com
possivel potencial sensibilizante. O método consiste na a proliferagéo de linfocitos que por
sua vez é proporcional a dose e a poténcia do alergénico aplicado, fornecendo uma
medida quantitativa da sensibilizacdo. A proliferacdo € medida comparando a proliferacdo
média, encontrada em cada grupo teste, com a proliferacdo média no grupo controle,
tratado com veiculo (CV). A razéo entre a proliferacdo média em cada grupo tratado e no
grupo CV simultaneo, denominada indice de Estimulacio (IS). IS deve ser = 3 para ser
considerado positivo (OECD, 2010).

O LLNA, € um método in vivo e, como consequéncia, ndo eliminara o uso de
animais em a avaliagdo da atividade de sensibilizagdo dérmica. Porém, oferece um
refinamento substancial (possibilitando menor dor) sendo utilizado ap6s a consideracéo
de eventos imunoldgicos estimulados, diferentemente dos testes com cobaias (TG 406)
(OECD, 1992; OECD, 2010). Além disso, o LLNA nédo requer o uso de um adjuvante,
como € o caso do teste de maximizacdo de porquinhos-da-india (OECD, 1992; OECD,
2010).

Apesar das vantagens do LLNA em relacdo aos ensaios de cobaias (OECD
406) deve-se reconhecer que existem limitagcdes que podem exigir o uso da diretriz 406
(OECD, 2010). Por exemplo, resultados falso-negativos no LLNA com certos metais,
resultados falso-positivos com certos irritantes da pele e alguns produtos quimicos do tipo
surfactante (KREILING et al., 2008; OECD, 2010).

Apoés o ensaio do LLNA, surgiu o ensaio LLNA:DA, descrito pela a OECD TG
442 A. Uma modificacdo ndo radioativa desse modelo que quantifica o conteudo de
adenosina trifosfato (ATP), via bioluminescéncia, utilizada como um indicador de
proliferacdo de linfocitos, ndo necessitando de timidina ou iodo radioisotopo para medir a
proliferacdo de linfécitos T. O método de teste LLNA: DA foi validado, revisado e
recomendado por um painel internacional de revisdo, considerado util para identificar
substéancias sensibilizantes e ndo sensibilizantes da pele (ICCVAM, 2009; ICCVAM, 2010;
OECD, 2010).
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O LLNA (TG 429) e suas versdes nao-radioativos LLNA: DA (TG 442 A) e
LLNA: BrdU-ELISA (TG 442 B) também fornecem uma vantagem sobre os testes em
cobaia (TG 406) em termos de reducao e refinamento do uso de animais. Os mesmos,
avaliam a fase de inducdo da sensibilizacdo da pele e fornece dados quantitativos
adequados para avaliacdo da dose-resposta. Além disso, tem a capacidade de detectar
sensibilizantes sem a necessidade de usar um radiomarcador para o DNA eliminando o
uso de cobaias para teste, excluindo em alguns casos o uso da TG 406.

O ensaio LLNA: DA possui igual mérito aos demais ensaios anteriores a essa
modificacdo, pode ser empregada como uma alternativa aos resultados positivos e
negativos, porém requerem confirmacao adicional (ICCVAM, 2009; ICCVAM, 2010). A
diretriz também oferece um refinamento substancial e ndo requer que as reacfes de
hipersensibilidade dérmica sejam elicitadas (OECD, 2010). Porém, como as demais
técnicas, também possui limitacées especificas que podem exigir o uso daTG 406, como
por exemplo, na avaliacdo do uso de certos metais, resultados positivos, com certos
irritantes da pele, algumas substéncias do tipo surfactante e baixa solubilidade e
substancias que afetam os niveis de ATP como por exemplo, inibidores de ATP e entre
outras, previstas na OECD TG 442A (OECD, 2010).

Outra diretriz ndo radioativa do LLNA foi a TG do LLNA: BrdU-ELISA e o BrdU-
FCM descrito pela a OECD TG 442B (OECD, 2018). Esta diretriz descreve duas
modificacdes nado radioativas para o LLNA, utlizando o método de 5-bromo-2-
desoxiuridina ndo radiomarcada (BrdU), o ELISA, ensaio de Imunoabsor¢do Enzimética
ou sistema de teste baseado no método de citometria de fluxo (FCM) para medir linfocitos
T (OECD, 2018)

A técnica tem como finalidade identificar produtos com potencial sensibilizante
de pele. Anterior a aplicagdo da técnica, o guia esclarece a necessidade de analisar as
informacfes disponiveis sobre o produto quimico que vira a ser utilizado, incluindo, a
identidade da substancia, a estrutura quimica do produto, as propriedades fisico-
guimicas, os resultados de quaisquer outros testes de toxicidade in vitro ou in vivo sobre o
produto quimico e dados toxicolégicos geral. Afim de determinar se o LLNA: BrdU-ELISA
€ apropriado para o teste quimico. Sendo incompativel com os critérios do teste é
necessario entdo utilizar o LLNA: BrdU-ELISA para auxiliar na selecdo da dose (OECD,
2010; OECD, 2018).

O ensaio é de igual mérito, em comparacdo com os demais, e pode ser

empregado como uma alternativa ja que resultados positivos e negativos geralmente ja
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nao requer mais confirmacdo. Porém, em alguns casos, o LLNA: BrdU-ELISA néo deve
ser usado no local dos testes LLNA radioativos ou porquinhos-da-india (ou seja, TG 406)
pois a técnica possue limitagdes para algumas substéncias, necessitando de testes com
animais (ICCVAN, 2009; OECD, 2010).

Em 2012 a OECD publicou um Guideline das vias de efeito adverso (AOP) que
associa duas ou mais técnicas para avaliar os eventos-chaves da sensibilizagdo da pele,
sendo razoavelmente aceitdveis e necessarios para a analise de sensibilizacdo dérmica
(NEPAL et al, 2018). O esquema abaixo (figura 9) ilustra as técnicas utilizadas na

avaliacdo de cada evento-chave do AOP.
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Figura 9. Representacéo das técnicas utilizadas na avaliacdo de cada evento-chave da sensibilizacdo dérmica.
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1.4.1 Ensaio direto de reatividade do Peptideo (DPRA)

O Ensaio Direto de Reatividade do Peptideo (OECD TG 442C) é o evento de
iniciacdo molecular que aborda o primeiro evento-chave do AOP. Sendo o processo de
haptenacdo uma reacdo covalente do alérgeno de contato com sitios nucledfilos. Os
dados sdo expressos através da quantificacdo da concentracdo do peptideo cisteina e
lisina, apés 24 horas de incubacdo com o produto quimico a 25 +2,5 °C. A concentracao
do peptideo é quantificada por cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC) com eluicdo
de gradiente e deteccdo por UV a 220 nm. O ensaio categoriza o produto quimico em nao
sensibilizante e sensibilizante, em uma das 4 classes de reatividade do ensaio (OECD,
2015).

Os estudos de comparacao com métodos in vivo (LLNA) indicam uma precisao
para o DPRA de 80% quando utilizado para discriminar ndo sensibilizantes de categoria 1.
Com uma sensibilidade de 80% e especificidade de 77% (NATSCH et al., 2013; OECD,
2015). Com base nos dados gerais disponiveis, 0 DPRA mostrou ser aplicavel a produtos
guimicos de teste abrangendo uma variedade de grupos funcionais organicos,
mecanismos de reacdo, propriedades fisico-quimicas e possiveis sensibilizantes (EC
EURL-ECVAM, 2013 OECD, 2015).

A técnica possui limitacdes, uma vez que o teste ndo é aplicado em compostos
metdlicos, pois 0 mesmo, reage com 0S peptideos presentes na pele por outras vias
mecanisticas, diferente da ligagdo covalente. Alem disso, substancias ndo soluveis em
solvente estabelicidos pela a OECD, na concentracdo final de 100 mM, ndo pode ser
avaliadas pela a técnica. No entanto, os produtos quimicos ndo sollveis a essa
concentracdo pode ainda ser testados em concentracées mais baixas. Nesse caso, um
resultado positivo pode ser utilizado para apoiar a identificacdo do produto quimico em
estudo, porém, a falta de reatividade ndo deve ser definida apenas por um resultado
negativo necessitanto de uma melhor avaliagcdo (OECD, 2015). Sendo assim, o método
deve ser combinado com outros ensaios in vitro, gerando informac¢fes complementares
gue abordam outros eventos-chave da sensibilizagdo cutanea AOP.

Essas informacdes complementares e ensaios combinados estdo descritos no
documento de Abordagens Integradas de Testes e Avaliacdo (do inglés IATA) para a
categoria GHS. De acordo com o documento, quando ndo associados, esses ensaios nao
podem categorizar sensibilizantes 1A e 1B, classificando apenas na categoria 1 do GHS
da ONU, dependedo do fim regulatério (JAWORSKA et al.,, 2013; OECD,2015).
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1.4.2  Ativagao de queratinocitos: KeratinoSens ™ e ARE-Nrf2 luciferase e LuSens

Os métodos KeratinoSens™, ARE-Nrf2 luciferase e LuSens, abrangem o
mecanismo de ativacdo de queratinocitos abordando o segundo evento-chave do AOP
para sensibilizacdo da pele (OECD, 2018). O Guia inclui métodos usados para apoiar o
discriminagdo entre sensibilizantes e ndo sensibilizantes da pele de acordo com a
categoria GHS (GHS, 2013; OECD, 2018).

O ensaio, utiliza de uma linhagem celular aderente imortalizada derivadas de
gueratinocitos humanos que carregam em si, 0 gene AKR1C2 trancritor da luciferase sob
o dominio da resposta antioxidante. Substancias sensibilizantes regula positivamente este
gene, permitindo sua ativagéo, por meio da luciferase, dependentes de NrF2 (DINKOVA-
KOSTOVA; HOLTZCLAW,; KENSLER., 2005; OECD, 2018). O processo de ativacdo em
gueratinocitos, resulta em respostas inflamatorias, bem como alteracfes na expressao
génica associada a vias de sinalizacao celular especificas, como o antioxidante / eletréfilo,
vias dependentes do elemento de resposta (ARE). Ou seja, a via Keapl-Nrf2 é o principal
regulador das respostas citoprotetoras ao estresse oxidativo e eletrolitico (KANSANEN;
KUOSMANEN; LEINONEN; LEVONEN et al., 2013).

O dominio de aplicacdo da técnica, demonstra uma boa precisdo ao avaliar
produtos quimicos soluveis ou que formam uma dispersdo estavel no meio de exposicao,
isto €, um coldide ou suspensdo em que o produto quimico, ndo se separa do solvente em
diferentes fases (OECD, 2018). Natsch e colaboradores (2013) correlacionam dados de
KeratinoSens™ com as classificagdes do LLNA, com um conjunto de 145 produtos
guimicos. O estudo comparativo, demonstrou uma precisdo de 77%, com sensibilidade
79% e especificidade de 72%. O teste obteve uma reprodutividade de 88% em diferentes
laboratorios, resultando em uma precisdo de 77%, sensibilidade 78% e especificidade
76% do KeratinoSens ™ de acordo com a categoria GHS (EURL ECVAM, 2014).

Dados submetidos pelo EURL ECVAM (2015) ressaltam que o método é util
para contribuir com a indentificacdo do potencial alergénico. Entretanto, os valores de
precisao dos dados, sdo apenas indicativos, quando usado individualmente. Necessitando
do uso de abordagens testes e previsbes complementares para concluir o potencial de
sensibilizacdo dermica de produtos quimicos (OECD, 2018).

O ensaio LuSens (BAUCH et al., 2012) também avalia a atividade do fator de
transcricdo Nrf2 para prever quimicos alergénicos, apresentando capacidade preditiva

comparavel ao KeratinoSens™ (RAMIREZ et al., 2014). Método semelhante ao do
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KeratinoSens™. No entanto, o ensaio utiliza a linhagem de células LuSens, derivada de
células HaCaT portadoras do gene da luciferase, sob o controle da ARE do gene de rato
NADPH: quinona oxidorredutase 1 (NQO1). Sobre a precisédo do ensaio, quando
comparado com resultados em humanos, o LuSens mostrou uma precisao de 83% , com
sensibilidade de 83% e especificidade de 81% (RAMIREZ et al., 2014).

1.4.3 Teste de ativacéo da linha celular humana (h-CLAT), Teste de ativacéo da linha de
células U937 (U-SENS ™) e Ensaio de avaliagcdo de Interleucina-8 (ensaio IL-8
Luc)

Descritos pela a diretriz TG 442E, descreve o terceiro evento-chave da
sensibilizacdo. Os testes in vitro abordam os mecanismos envolvido no evento de
ativacdo de células dendriticas (CD) (OECD, 2017). Inclui métodos que discriminam
sensibilizantes e ndo sensibilizantes cutaneos, de acordo com a categoria GHS da ONU
(GHS, 2017). Esses métodos tem como principio, quantificar a mudanca na expressao
dos marcadores da superficie celular associado ao processo de ativacdo de mondcitos e
células dendridicas, por meio de marcadores CD54, CD40, CD80, CD83 e CD86;
alteracdes na expressao de IL-8, e outras citocinas pro-inflamatorias, IL-18 e TNF-q, e
guimiocinas, incluindo CCL3 (OECD, 2015; OECD, 2017).

O teste de Ativacdo da Linhagem U937 (U-SENS™) adaptado pela OECD,
disposto no Guideline 442E de 9 outubro de 2017. Tem como principio, quantificar as
alteracdes do marcador de superficie celular CD86 em uma linhagem celular de linfoma
histiocitico humano (U937), ap6s um periodo de 45 + 3 horas de exposicdo ao
sensibilizante dérmico. As alteracfes da expressao desse marcador de superficie celular
CD86 sao medidas por citometria de fluxo, ap6s a marcacdo com 0S anticorpos
especificos, e o corante de viabilidade celular iodeto de propideo (OEDC, 2017).

Dados gerados com os métodos descritos neste Guia de Teste sdo propostos
para apoiar a discriminacdo entre sensibilizantes cutaneos (ou seja, categoria 1 do GHS
da ONU) e néo-sensibilizantes. Entretando, resultados gerados por meio da ativagcéo de
células dendriticas, ndo sado suficientes para concluir sobre o possivel potencial alergénico
de produtos quimicos (OECD 2012). Sendo necessaria a associacdo de demais eventos
para garantir a seguranca dos resultados. O documento de Abordagens de Teste e

Avaliacao (IATA) foi descrito para esclarecer a necessidade de utilizar outras informagdes
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complementares derivada de ensaios in vitro que abordam outros eventos-chave da AOP
e a leitura comparativa de analogos dessas sustancias (OECD, 2016).

De acordo com o regulamento da GHS, os métodos descritos ndo podem ser
utilizados para avaliacdo de seguranca, ou subcategorizar os sensibilizantes da pele nas
subcategorias 1A elB (OECD,2012). No entanto, dependendo da etapa de
regulamentacdo, resultados positivos podem ser aceitos para classificar apenas o produto
quimico na categoria 1 GHS (GSH, 2015).

Sobre a precisdo do ensaio U-SENS, quando comparados com os resultados
LLNA, demonstrou uma precisao de 86% na distincdo de sensibilizantes da pele (ou seja,
UN GHS Cat.1) com uma sensibilidade de 91% e uma especificidade de 65%. Em
comparagao com os resultados em humanos, a precisao na distingdo dos sensibilizantes
da pele (ou seja, UN GHS Cat.1) a previsdo de ndo sensibilizantes foram 77% com uma
sensibilidade de 100% e uma especificidade de 47%. E necessério ressaltar que falsas
previsdes negativas, comparando o LLNA com o U-SENS ™ s&o mais provaveis
mostrando uma baixa ou moderada poténcia de sensibilizagdo da pele, incluindo a
substancia na subcategoria UN GHS 1B. Diferente de produtos quimicos que
demonstraram um elevado potencial de sensibilizacdo da pele, isto é, quando classificado
na subcategoria 1A do GHS da ONU (ALEPEE, 2015; REISINGER, 2015; TAKENOUCHI,
2015).

Sobre a precisdo do ensaio h-CLAT quando comparado com ensaios em
animais (LLNA) demonstraram uma precisdo na distincdo de sensibilizantes cutaneos de
categoria 1 do GHS. Quando classificados como néo sensibilizantes, a precisdo do teste
foi de 85% com uma sensibilidade de 93% e uma especificidade de 66% EURL ECVAM
(2015) considerando todos os dados existentes e excluindo resultados negativos com um
Log Kow superior a 3,5. Os dados demonstraram que resultados falsos negativos s&o
mais provaveis quando se referi a produtos quimicos com baixo e moderado potencial de
sensibilizacdo (ou seja, subcategoria 1B do GHS da ONU) do que em produtos quimicos
gue exibem um potencial elevado (ASHIKAGA et al., 2010; EC EURL ECVAM, 2012;
TAKENOUCHI,2015).

S&o notdrias as mudancas ocorridas em relacdo as metodologias utilizadas na
avaliacdo do potencial de alergenicidade. Percebe-se que com o0 avanco cientifico, tem
sido propostas novas abordagens e metodologias para avaliagdo de produtos quimicos
mecanisticamente baseados em métodos in vitro e in vivo, que foram considerados

cientificamente validos para a avaliagdo do risco de sensibilizacdo da pele, e estas
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técnicas tém sido empregadas conjuntamente para a investigacdo em Abordagens
Integradas de Testes e avaliagdo (do inglés Integrated Approaches to Testing and
Assessment- IATA). A avaliacdo integrada € necesséria para poder substituir totalmente
os testes em animais. Atualmente, a cobertura mecanicista restrita do AOP envolve
métodos disponiveis para ensaios animais e ndo animais.

A falta de harmonizacdo para a avaliagdo da toxicidade de NMs ressalta a
importancia de desenvolver métodos que possam ser capazes de esse parametro. O
desenvolvimento de novos métodos € uma tarefa enorme e onerosa, portanto, €
necessario tentar empregar métodos ja existentes e validados, desenvolvidos para
produtos quimicos (MANNERSTROM, et al., 2016). Ensaios in vitros podem oferecer a
possibilidade de rastrear a toxicidade de NM, limitando o numero de testes in vivo
(GALBIATI, VALENTINA et al., 2018). Porém, o grande questionamento € se realmente
métodos in vitros utilizados na andlise de alergenicidade em substancias sollUveis séo
capazes de avaliar NMs, jA que esses NMs ndo estdo incluidos nos dominios de

aplicacao desses testes.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar o potencial alergénico de NMs (TiO2, NTCPS e C60) por meio de

métodos inovadores, livres de animais, com validagéo regulatoria e/ou cientifica.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar a caracterizagéo dos NMs;
Investigar internalizagao celular em NMs por microscopia de campo escuro;

Investigar o potencial de NMs em modular o primeiro evento-chave da

sensibilizacdo da pele por meio da técnica mDPRA,;

Investigar o potencial de NMs em modular o terceiro evento-chave da

sensibilizacédo da pele utilizando a metodologia U-SENS™;

Analisar o potencial de NMs em modular o sistema imunoldgico por meio da

técnica de quantificacéo de citocinas inflamatorias.
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3 METODOS

3.1 Reagentes adquiridos

Os NMs NTCPS (pureza > 98%) (CAS 308068-56-6), o C60 (98% de pureza)
(CAS 99685-96-8) e o TiO2 (pureza 99.99%) (CAS 1218841-9) foram adquiridos na
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, EUA). Ademais, os peptideos lisina (Ac-RFAAKAA-COOH) e
cisteina (Ac- RFAACAA-COOH) (ambos com pureza > 95%) utilizados no teste in quimico
para interacdo peptideo-nanomaterial foram obtidos no Genome Biotechnologies (Rio de
Janeiro, RJ, Brasil). O hidréxido de aménio pela a Qhemis (Indaiatuba, SP, Brasil) e em
seguida a acetonitrila e acido trifluoroacético foi adquirido no Avantor Performance
Materials (Center Valley, PA, EUA). Substancias como o acetato de amoénio, fosfato de
sédio monobasico e fosfato de sédio dibasico ultilizados para produzir os tampaos foram
obtidos da Synth (Diadema, SP, Brasil).

Para o teste do CBA, foi utilizado Triton X-100 e basic red 51 adquirido da
Amresco (Solon, OH, EUA) e Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EUA), TrypLE™
respectivamente. Solucdo enzimética Express foi adquirida da Life® Technologies
(Gibco®, NY, EUA). O fator humano estimulante de coldnia granuldcito-macréfago
(human granulocyte macrophage-colony stimulating factor, GM-CSF) e IL-4 utilizados na
cultura de células dendriticas derivadas de mondcitos do sangue periférico foram
adquiridos pela PeproTech (Rocky Hill, NJ, EUA). Produto para quantificacdo de IL-8
(Human IL-8 ELISA Set),

Na avaliacdo do marcador CD86, foi utilizado o iodeto de propideo, anticorpos
anti-humanos conjugados com FITC CD86 (FUN-1) adquiridos da BD Biosciences (San
Jose, CA, EUA).

3.2 Linhagem celular

Para o presente estudo foram utilizadas células de queratindcitos humanos
imortalizados (linhagem HaCaT) e células mieldides humanas (linhagem U937) e
fibroblastos de camundongos Balb/c 3T3, ambas provenientes do Banco de Células do
Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As células HaCaT, 3T3 e U937 foram
mantidas em meio de cultura completo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(linhagens HaCaT e 3T3) ou Roswell Park Memorial Institute-1640 medium (RPMI-1640)
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(linhagem U937) suplementado com soro fetal bovino (10%, v/v) inativado pelo calor
(56°C por 30 min), penicilina (100 IU/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). Todas as
linhagens foram cultivadas em garrafas de poliestireno 75 cm? sob condicdes estéreis e
mantidas em estufa de cultura celular com 5% CO2, 37 °C, 90% de umidade.

A manutencéo da linhagem U937 foi realizada trés vezes por semana, sendo
semeada em uma concentracdo definida (1,5 a 10° células/mL) a cada manutencdo. A
manutencdo dos fibroblastos 3T3 foi realizada 3 vezes por semana a uma concentracao
celular de 0,5 x células/mL. Quando a confluéncia celular atingia cerca de 70-80%, a
remocado das células das garrafas de cultivo era realizada utilizando solucdo de
tripsina/EDTA (0,025%:0,02%, p/v) diluida em tampé&o fosfato (1:1).

Em relacdo as células HaCaT, a manutencao foi realizada simultaneamente 3
vezes por semana e, inicialmente, eram semeadas a uma concentragdo de 1 x 10°
células/mL e quando a confluéncia celular atingia 70%, eram retiradas da garrafa com
tripsina seguindo para desativacdo da mesma e lavagem das células. Que em seguida
eram ressuspendidas em 1 mL e analisada utilizando contador automatico T C20™
(Hercules, CA, EUA). Conforme recomendacdes do fabricante as células s6 eram

utilizadas para os testes quando apresentavam uma viabilidade = 90%.

3.3 Dispersdo dos nanomateriais

Para a realizagéo dos estudos, os NMs foram dispersados em meio Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich). Para favorecer uma melhor disperséo, a
amostra de 200 pg/ml foi colocada em um sonicador de probe de titanio (MISSONIX —
Ultrasonic Liquid Processone) com amplitude de 25 e energia de 202 J inicial subindo
gradualmente, em banho de gelo para evitar o aquecimento da amostra. O periodo de
sonicacao foi de 30s, com intervalos de 1 minuto no tempo total de 5 minutos. O produto
final apresentou dispersdo considerada, sendo homogéneo quando observado

visualmente.

3.4 Caracterizagao das amostras

As amostras foram dispersas em meio na concentracdo de 200ug/mL e
investigadas quanto o diametro e homogeneidade utilizando a técnica de Espalhamento
Dindmico de Luz (DLS) no aparelho Nanosize, permitindo a averiguacdo do tamanho

NMs. Para caracterizacdo da carga de superficie utilizou-se a técnica de analise do
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rastreamento de nanoparticulas (nanosight NTA NS 500). Para a realizacdo da analise, as
amostras foram diluidas 5 vezes em PBS 1X com a concentragéo incial de 200pg/mL. Em

seguida, inseridas na camara de visualizacao.

3.5 Teste de internalizacéo celular

A tecnologia Cytoviva utiliza a iluminagdo de angulo obliquo para criar imagens
de campo escuro de alta resolucdo e melhor relacdo sinal-ruido. A técnica usada foi
projetada para observacdo Otica da interacdo dos NMs NTCPS, TiO2 e C60 com as
células de fibroblastos balb/3T3. As células foram cultivadas na densidade de 1 x10°em
meio DMEM com 2 mM L - glutamina, 100 U / mL de penicilina e 100 mg / mL de
estreptomicina (Sigma-Aldrich). O cultivo foi realizado em laminulas de vidro, em placas
de 6 pocos e as células foram expostas a concentracdo de 200 pug/mL, para possibilitar a
visualizacéao.

ApoOs a exposicdo de 2 horas, as laminulas foram lavadas duas vezes com PBS
(1X) em temperatura ambiente e cuidadosamente retiradas da placa e posicionadas em
lamina de vidro que em seguida foram seladas para observacdo em microscopio éptico
Olympus XP43 acoplado. Como controle, foram observadas células ndo tratadas. As
imagens foram obtidas usando magnificacdo de 100x e 60x por meio do software Q-
capture. As imagens capturadas foram comparadas quanto a presenca do brilho

respectivo de cada NM, obtido de imagens feitas isoladamente.

3.6 Ensaio direto de Reatividade do Peptideo (MDPRA) ensaio baseado na OECD
442C

O mDPRA (micro- DPRA) é um teste adaptado e baseado na OECD 442 C
(OECD, 2015), modificado por Avilla e colaboradores (2017) que permitiu & andlise in vitro
do NM em contato com o0s peptideos cisteina (Ac-RFAACAA-COOH) e lisina (Ac-
RFAAKAA-COOH) obtidos a partir de Genone Biotechnologies (RJ, Brasil). A acetonitrila
de grau HPLC e acido trifluoroacético (ATF) foram obtidos da Avantor Performance
Materials (Center Valley, PA, EUA). Acetato de aménia, fosfato de s6dio monobasico e
fosfato de sédio dibasico foram obtidos da Synth (Diadema, SP, Brasil).

Foi usado um cromatografo Varian ProStar (Palo Alto, CA, EUA) equipado com
um amostrador automatico (modelo PS410), detector UV-visivel (modelo PS325) e uma
bomba quaternaria (modelo PS240). O volume injetado para todas as amostras foi de 10

pL na coluna C18 (3,0 x 150 mm, 5,0; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). As
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temperaturas do amostrador automatico e coluna foram 25 e 30°C, respectivamente. A
fase madvel consistiu em 0,1% (v / v) de ATF em agua ultrapura (A) e 0,085% (v / v) de
acetonitrila (B), ambos a 0,35 mL / minutos. Para a separagdo dos peptideos, um

gradiente de 10 a 25% (B) ao longo de 10 minutos.

Quadro 1. Proporcdes definidas dos componentes da fase movel (fase aquosa A e fase
organica B) usada na andlise cromatogréafica das amostras para realizacdo do ensaio de
reatividade de proteinas.

‘ Tempo (minutos) ‘ Fase aquosa (A) ‘ Fase orgénica (B)

0 90 10
10 75 25
11 10 40
13 10 90

13,5 90 10
20 Fim da analise

Fonte: Autor préprio, 2019.

Antes da corrida, todo o sistema foi equilibrado a 30°C com as fases A e B (1:
1) por 2 h. Além disso, a coluna foi reequilibrada sob condicées iniciais durante 7 minutos
entre as injecfes. Os cromatogramas foram extraidos a 220 nm. A quantificacdo foi
realizada usando o software Galaxie Chromatography Data System versao 1.9.302.952
(Palo Alto, CA, EUA). O ensaio foi realizado de acordo com um protocolo previamente
descrito por De Avilla e colaboradores (2017), baseado na OCDE N° 442C (OECD,
2015) e no protocolo DPRA DB-ALM N° 154. O laboratério possui proficiéncia na técnica
preconizada na OECD 442C, para tal, avaliou 8 substancias conhecidas, sendo negativos
para sensibilizacdo dérmica (hexano, propilenoglicol, N, N -dimetilformamida e piridina) e
positivos para sensibilizagcdo (eugenol, 2,4-dinitroclorobenzeno e oxazolona) (DE AVILLA
el tal., 2017).

O controle positivo foi a p-fenilenodiamina (PPD). As referéncias foram
injetadas duplicadas referéncias B (peptideo e tampéao) e referéncias C (acetonitrila e
peptideo). Os controles de co-eluicdo (CO-EL) compostos de 40 uL de acetonitrila e10 pL
de NMs dispersos em acetonitrila e 150 yL de tamp&o de lisina e cisteina separadamente.
A substéncia teste com o peptideo foi injetada em triplicata e o CO-EL foi injectado 1 vez
em HPLC . A deplecéo negativa foi considerada como zero. O valor médio de deplecéo do
peptideo foi utilizado para classificar cada NMs como negativo ou positivo e para
determinar sua classe de reatividade, conforme definido pela OCDE TG 442C (tabela 2):
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Tabela 2. Modelo de Predic&o in chemico o ensaio direto de reatividade do peptideo adaptado
para mDPRA

Media de deplecao de cisteina/lisina Classe de reatividade Modelo de predicéo *
(%)
0 < deplecéo < 6,38 Minimo Negativo
6,38 < deplecao < 22,62 Baixo Positivo
22,62 < deplegao < 42,47 Moderado Positivo
42,47 < deplecao < 100 Alto Positivo

*modelo preditivo baseado na OECD N° 442 (OECD, 2015)

3.7Ensaio de ativacdo de células dendriticas pela a técnica U-SENS™ (OECD 442E)

Para a avaliacdo da ativacdo de celulas dendriticas foi utilizado, a linhagem
celular humana miel6ide U937 (CRL-1593.2) foram cultivadas em RPMI1640 (Gibco)
suplementada com 10% de soro fetal bovino inativado (FCS, BioWest), com 2 mM L -
Glutamina, 100 U / mL de penicilina e 100 mg / mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich). A
expressao de CD86 em células U937 apds a exposicdo a materiais teste foi avaliada
usando U-SENS™ (OECD, 2018).

Anterior a realizagdo do experimento, foi realizada o ensaio de proeficiéncia do
laboratério, com substancias conhecidas como, sensibilizantes de pele (resorcinol,
fenilenodiamina, maleato dietilo e alcool cinamico) e nao sensibilizantes (acido salicilico e
acido latico) para demonstrar a eficiéncia do laboratério na execucdo da técnica.
Posteriormente, foi realizado o ensaio de citotoxicidade dos materiais a fim de determinar
0 seu CV70 (concentragcbes de cada material teste que mantém a viabilidade celular de
70%). As células foram cultivadas em RPMI em estufa de cultivo nas condi¢cdes de 37 °C,
5% de CO2, 95% de umidade e utilizadas para o teste com no minimo duas semanas
apos o descongelamento. A sua viabilidade e crescimento foram monitorizados (utilizando
excluséo de tripano azul) em cada passagem a cada dois ou trés dias (respectivamente a
3 x 10° células / mL ou 1,5 a 10° células / mL).

O experimento foi realizado em triplicata em 5 concentracdes diferentes (200,
175, 150, 100 e 50) ndo citotoxicas de acordo com os critérios da OECD (2017). Os NMs
foram incubados com células U937 (100 pl / po¢go) em uma placa de 96 pocos por 45
horas a 37 ° C, 5% de CO2 e 95% de umidade. Simultaniamente foram incluidos o
controle negativo, acido latico (Sigma-Aldrich), e o controle positivo, resorcinol (Sigma-
Aldrich) na concentracéo respectiva de 200 ug / mL. Apés a incubacéo, as células foram
transferidas para uma placa de microtitulacdo em forma de V e centrifugadas (1500 RPM,
5 min, 4 C) e os sobrenadantes foram descartados.
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As células foram ressuspensas em PBS com 5% soro fetal bovino (SFB), e
adicionado as solugbes de anticorpo monoclonais conjugados com FITC CD86 (Clone:
MOPC-21 da Becton Dickinson Pharmingen) na proporc¢éo de 5 pL/pogo, por um periodo
de incubacédo de 30 minutos no escuro, seguidas de centrifugadas (1500 RPM, 5 min, 4
°C), e lavadas duas vezes em 100uL de PBS com 5% de SFB para serem finalmente
ressuspensas em PBS. Durante as etapas de coloracdo e lavagem, todos os tampdes e
células foram mantidos em geloou a 4 ° C.

A solucdo para analise usando o citdbmetro de fluxo (BD FACSCanto II,
Biosciences, San Jose, CA, EUA) registrou 10.000 eventos. As células néo viaveis (IP)
foram excluidas da andlise de expressdo de CD86. Os dados foram calculados como

indice de estimulacédo (IE) de acordo com a seguinte equacao:

Figura 10: Equacao do indice de estimulagéo (IE) do marcador CD86.

% de CD86 em células tratadas- % de isotipo em células tratadas
IE= X100
% CD86 em células controle - % de is6tipo em células controle

Fonte: Autor préprio, 2019.

Uma resposta positiva para a sensibilizacdo da pele foi considerada quando IE
= 150%. EC150, concentracdo na qual o material de teste induziu um IE de 150%,

também foi obtido através de uma regresséo linear.

3.7 Investigacdo do potencial de NMs de modular citocinas inflamatérias pelo
método CBA

As células U937 foram semeadas na concentracdo de 5 x 10° células / pogo
em placas de cultura de 24 pocos e pré-tratadas com trés diferentes NMs em
concentracdes de 200, 150, 100 pg por 24 horas. Apés a incubacédo, foram lavadas duas
vezes com PBS (1 mL / poco) e os lisados celulares foram obtidos utilizando 250 pL/pogo
de solucdo de PBS contendo o Triton X-100 0,5% em PBS 1X, acrescido de um coquetel
inibidor de protease). Os lisados celulares foram armazenados a -80 °C.

Os niveis de citocinas (TNF, IL-18, IL-6, IL-8, IL10 e IL-12p70) foram medidos
por um citbmetro de fluxo usando um kit de citocinas inflamatérias humanas do array de
esferas citométricas BD (BD Biosciences), de acordo com as instru¢des do fabricante. Os
dados foram analisados utilizando o software FCAP Array (BD Biosciences, San Jose,
CA, EUA).
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Cada nivel de citocina (pg) foi expresso com base no teor total de proteina
intracelular (mg), que foi medido pelo kit de ensaio de proteina de acido bicinconinico
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.8 Andlise estatistica

Os dados sao expressos como média ou mediana + desvio padrdo de pelo
menos trés ensaios independentes. A analise estatistica foi realizada utilizando o
programa Graph Pad Prism 5 (versao 5.0) A variacao intergrupo foi medida por analise de
variancia one-way ANOVA e tukey um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Descricdo dos nanomateriais

Os NMs dispersos em meio aquoso na concentracao de 200 pg/Ml analisados
por meio da técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS) (Malvern Zetasizer) e NTA
(nanoSight NS500) demonstraram o diametro hidrodindmico médio e potencial zeta nas
sequéncias NTCPS, TiO2 e C60 respectivamente apresentados na figura 11. Nas imagens
Al, Bl e C1 estdo o diametro, ja nas imagens A2, B2 e C2 respectivamente estdo os
valores do potencial zeta.

Os dados abaixo indicam que os NMs estédo dispersos de maneira homogenea
guando aplicados as células obtendo um indice de polidispersdo para NTCPS (0,148),
C60 (0,105) e TiO2 (0,548) e tamanhos (Descritos na figura 11). Os valores da descricao
realizada ndo foram semelhantes aos valores apresentados nos produtos adquiridos,
sendo descritos como tamanho <100 nm, 0 que surgere que ocorreu aglomeracdo do
material, porém isso ndo prejudicou a internalizacdo celular dos mesmos, bem como, os

testes de sensibilizagdo dérmica.
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Figura 11. Representa o diametro de cada NM seguindo de NTCPS (A1) TiO2(B1) e C60 (C1) isoladamente e o potencial zeta (NTCPS
(A2) TiO2(B2) e C60 (C2) respectivamente.
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4.2 Internalizagéo celular

As imagens obtidas por microscopia de campo escuro, no Cytoviva, apés a
exposi¢do dos NMs nas células de fibroblasto Murino 3T3/balb na concentragdo de 200
pHg/mL, estdo apresentadas na figura 12. As imagens Al, A2 e A3, representam os C60,
NTCPS e TiO:2 isoladamente, respectivamente. Ja& as imagens Bl, B2 e B3, apresentam
as células ndo expostas aos NMs. Sequencialmente, as imagens C1, C2 e C3
representam o C60, NTCPS e TiO2 ap0s a exposicdo de 2 horas nas células. A figura 12
Representa a diferenca de brilho respectivo dos particulados (coluna A) em comparacao
com o brilho encontrado nas células da coluna C, indicando a presenca do NMs

respectivos no interior das células, sugerindo que houve internalizacdo dos NMs.

Figura 12. Representacdo do ensaio de internalizacao celular realizado em células de
fibroblastos 3T3/balb. As imagens Al, A2 e A3, representam os NMs isoladamente do
C60, NTCPS e TiO2, respectivamente. Ja as imagens B1, B2 e B3, mostram as células
sem exposicdo. Nas imagens C1, C2 e C3, foram apresentadas células expostas aos
NMs C60, NTCPS e TiO2 respectivamente.
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4.3 Anédlises de sensibilizacdo dérmica

Para a investigacdo do potencial de inducdo de sensibilizacdo dérmica dos NMs
foi realizado o ensaio mMDPRA. Anterior a execucédo do teste, foi realizada a proeficiéncia
no laboratorio do teste mMDPRA por Avilla e colaboradores (2017) baseado no guia teste
da OECD 442C, utiizando sete substancias quimicas, reconhecidas como nao
sensibilizantes da pele (hexano, propilenoglicol, N, N -dimetilformamida e piridina) e como
sensibilizantes (eugenol, 2,4-dinitroclorobenzeno e oxazolona). Os dados obtidos no
ensaio de proficiéncia, demonstram que os produtos quimicos foram corretamente
classificados com base em um ensaio de deple¢éo de cisteina e peptideo lisina.

Em relacdo ao material teste, conforme apresentado na Tabela 3. O ensaio
MDPRA foi capaz de categorizar todos os NMs avaliados. Classificados como positivos
sensibilizantes, na classe de reatividade moderada. Além disso, vale apena ressaltar que

verificou-se uma maior deplecéo peptidica para cisteina do que para a lisina.

Tabela 3. Porcentagem de deplecao de peptideos sintéticos apds exposicdo a NMs.

Material teste %Deplecéao %Média LYS & Predicao*
LYS CYS CYS
Controle positivo 24,08+£0.49 1000 62,04 Positivo
PPD (Alto)
Controle negativo 8,95+5,24 0,29+0,51 4,62 Negativo
Piridina
C60 7,57+0,33 57,57+0,96 32,57 Positivo
(moderado)
TiO2 5,54+0,22 50,55+0,75 28,05 Positivo
(moderado)
NTCPS 12,33+0,20 38,94+0,51 25,64 Positivo
(moderado)

*Modelo de previsdo baseado ndo OCDE N ° 442C (OCDE, 2015)

Em relacdo ao U-SENS™, terceiro evento-chave, conforme orientacdes da
OECD antes da realizacao do teste, foi realizada a proficiéncia do Laboratorio, utilizando 8
substancias quimicas reconhecidas como sensibilizantes da pele (resorcinol,
fenilenodiamina, maleato dietilo e alcool cindmico) e os ndo sensibilizantes (&cido
salicilico e &cido latico), baseado no indice de estimulacdo do marcador CD86, conforme
apresentado na Tabela 4. As substancias foram corretamente identificadas demonstrando
gue o o0 Laboratorio possui capacidade técnica para a execucao do ensaio conforme a
OECD TG 442E (Tabela 4).
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Tabela 4. Proficiéncia da técnica U-SENS™ de acordo com OECD 442E.

Material teste Solvente U-SENS™ Resultados

CV70 (ug/mL) EC150 (ug/mL) Predicao*

Resorcinol Meio >200 23,50 S
Fenilenodiamina Meio >30 12,60 S
Maleato de dietilo DMSO >20 11,50 S
Alcool cinamico DMSO >100 59,12 S

Acido salicilico DMSO >200 - NS
Acido latico Meio >200 - NS

*Modelo de predicdo USENS™ baseado na OECD 442E. Abreviacdo NS (ndo sensibilizante),
abreviacéo S (sensibilizante).

Em relacdo a exposicdo das células U937 ao NMs avaliados em diferentes
concentragdes (200, 175, 150, 100 e 50 pg/mL), recomendadas na diretriz  OECD TG
442E os dados estdo apresentados na Tabela 5. Os produtos avaliados, néo
apresentaram citotoxicidade nas concentragdes estudadas (£200). O mesmo ocorreu com
os controles positivo (Resorcinol) e negativo (acido latico). As células foram entao
expostas as concentracfes de estudo, e apds 45h de exposicao, foi realizada a andlise da
expressao do marcador CD86. Os valores demonstraram que 0s controles apresentaram
valores referentes aos estabelecidos pela a diretriz da OECD. Como foi apresentado,
ocorreu um aumento no indice de estimulacdo para os NMs TiOz, C60 e NTCPS
concentracbes com valores de EC150 183,05; 91,72; 189,48 respectivamente para cada

NMs, indicando, de acordo com o modelo de predicéo, que estes NMs sdo sensibilizantes.

Tabela 5. Resultado do ensaio de estimulagdo do marcador CD86 baseado na OECD
442E.

Resultados U-SENSTN|

Material-
Solvente CVv70 EC150 .
teste Predicdo*
(Hg/mL) (Hg/mL)
C60 Meio > 200 91,72 S
TiO2 Meio > 200 183,05 S
NTCPS Meio > 200 189,48 S

*Modelo de predicdo USENS™ baseado na OECD 442E. Abreviagdo S (sensibilizante).

O ensaio de quantificacdo de citocinas inflamatérias e pré inflamatérias CBA
em células U937 apds 24 horas de exposicdo demonstrou com a comparacao das

células expostas aos controles negativos, o aumento na producédo de interleucina-8
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IL-8{pg/mL

para os trés nanomateriais (Figura 13). Porém, sendo significativo apenas para NTCPS

(concentragfes 200 e 150) e C60 (100 e 50).

Figura 13. Producédo de IL-8 pela linhagem U937 apds 24 horas de exposicdo a NMs.
Os resultados estao expressos com média e desvio padréo obtidos com a avaliacdo de
dois experimentos independentes, realizados em duplicata (* p < 0,05; **p<0,01; *** p <
0,001guando comparado ao controle negativo).
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Os NTCPS e C60 apresentaram aumento na quantificagcdo de interleucina-8
guando comparadas ao controle de células, sendo significativo estatisticamente NTCPS
nas concentragcbes de 200 e 150upg/mL e C60 nas concentracfes de 100 e 50

150pg/mL. O TiO2 também provocou aumento, porém, como visto no grafico néo foi

considerado estatisticamente significativo.
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5 DISCUSSAO

O crescente uso de NMs tem sido observado em diferentes areas,
principalmente, nas industrias de engenharias elétrica e biomédicas, fazendo com que
haja aumento na taxa de exposicdo humana e ambiental a estes materiais. Este fato
resultou em uma eminente preocupacdo, com os efeitos biolégicos, em especial quanto
a toxicidade de NMs. Tais materiais, quando em contato direto com o ser humano e o
meio ambiente, podem resultar em efeitos toxicos necessitando de estudos obrigatorios
no campo da nanotoxicologia (PIPERIGKOU et al., 2016).

Conforme mencionado anteriormente, o REACH preconiza a investigacéo
toxicoldgica destes materiais e ainda sugere que a mesma seja feita com métodos néo
animais. Pensando nisso, o trabalho teve como objetivo avaliar se ensaios in vitro
validados para avaliar substancias quimicas seriam capazes de avaliar nanomaterial, ja
gue esses produtos ndo estdo inclusos nos dominios de aplicacao dos testes.

Para a realizacdo dos ensaios in vitro foi necessaria a caracterizacdo dos
NMs, pois a atividade biolégica pode ser alterada radicalmente com a variagcdo de
algumas propriedades fisico-quimicas (KLAINE et al., 2008). Nesta caracterizacdo, alguns
parametros, tais como o tamanho médio das particulas, a &rea e a composicdo quimica
superficial sdo fundamentais.

Os resultados de caracterizagdo demonstraram homogeneidade na dispersao,
obtendo valores de polidispersdo para cada composto respectivamente, NTCPS (0,148),
C60 (0,105) e TiO2 (0,548). A dispersédo foi realizada apenas em meio de cultura
ocasionando aglomerados com diametros entre NTCPS (295nm), C60(322nm) e TiO2
(220nm) o que ndo prejudicou os testes de internalizacdo e sensibilizacdo dérmica. O
ensaio de internalizagcdo indicou, por meio da comparagdo do brilho dos NMs
isoladamente e apds a exposicao que houve internalizacdo de NTCPS, TiO2 e C60 pelas
células. Avaliar internalizacdo € um importante parametro para a compreenséao dos efeitos
imunoldgicos desses produtos, visto que para expressar o marcador CD86 o material
necessita ser internalizado por células imunologicas especificas. Mukherjee e
colaboradores (2018) demonstraram que células do sistema imune sdo capazes de
"detectar" NTCPS através de receptores especificos, sendo relevantes para o estudo do

impacto destes materiais na saude humana.
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A citotoxicidade dos NMs € um importante parametro para se avaliar antes
da execucdo do teste de sensibilizacdo dérmica, como é estabelecido pela a diretriz da
OECD. A avaliagdo da mesma foi realizada de acordo com o protocolo da OECD
incluso no ensaio U-SENS onde os NMs em diferentes concentra¢des (200, 175, 150,
50 e 25 pg/mL) incubados com o corante iodeto de propideo, apresentaram uma
viabilidade >70 depois do periodo de exposicao e 0s controles permaneceram com a
viabilidade = 90%. Os NMs demonstraram baixa citotoxicidade quando investigados em
células do sistema imunoldgico, 0 que permitiu averiguar a alergenicidade, visto que 0s
ensaios realizados tém como= critério utilizar concentra¢cfes nao citotoxicas.

Worle-Knirsch (2006) demonstrou que os NTCPS n&o ocasionaram
diminuicdo da viabilidade celular em células A549 na concentracdo de 50 pg/mL pelo
teste de WST-1 (WORLE-KNIRSCH, 2006). O mesmo ocorreu quando avaliados em
células de fibroblastos murinos 3T3, utilizando o teste com o corante iodeto de propideo
por citometria de fluxo (PANTAROTTO, 2004). Ja células de macréfagos alveolar, apos
exposicao das mesmas ocorridas em 9 concentracdes diferentes (entre 0-226 pg/mL) foi
observada citotoxicidade significativa, avaliado pelo o teste do brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil tetrazolium (MTT) (JIA, 2005).

Efeitos semelhantes foi observado em células pulmonares A549, ECV304,
NR8383 e ceélulas de queratindcitos humanos (HaCaT) em que a diminuicdo da
viabilidade ocorreu na concentracdo de 0,24 mg / mL (SHVEDOVA, 2003). Cabe ressaltar
que de acordo com o aumento das concentracdes houve também diminuicdo na
viabilidade celular, demonstrando que para a avaliacdo do potencial de sensibilizacédo
dérmica dos NTCPS nao devem ser utilizadas doses >200 pg/mL).

C60 quando avaliado o mesmo parametro em células de macréfagos alveolar
em distintas concentracdes (0-226 pg/mL) demonstraram que o produto ndo apresentou
citotoxicidade significativa (JIA, 2005). Fioroto e colaboradores (2006) demonstrou
resultados semelhantes em células macrofagicas de linhagem J774 em concentracdes
diferentes (15-60 pg /mL), ndo apresentando citotoxicidade. Porém, células KEK quando
expostas a diferentes concentragdes do produto (0,004 a 0,4 mg/mL) sofreram diminuicéo
significativa na viabilidade em comparacédo com o controle (ROUSE et a.,2006). O mesmo
produto provocou também inibicdo do crescimento em células de linfécitos T humano na
concentracdo de 50 uM (RANCAN, 2002).

Ao avaliar a citotoxicidade do composto TiO2 em células de fibroblastos de
camundongo (L929) em diferentes concentragdes (3—-600 ug/mL) pelo ensaio MTT, notou-

se que a partir da concentragao 60 ug / mL, houve diminuicdo da viabilidade celular (JIN,

46



Cheng-Yu et al., 2008). J4 quando avaliado o mesmo parametro pelo teste vermelho
neutro (NRU) e MTT em diferentes concentra¢cdes (0,625-10 pg/ mL), o NM revelou-se
citotoxico de acordo com o aumento da concentracdo, onde as células expostas na
concentracdo de 10 pg/mL apresentaram reducdo significativa na viabilidade.

Diversos estudos in vitro e in vivo demonstraram o0 comportamento desses
produtos quando em contato com células do sistema imunoldgico, facilitando a
compreensao dos efeitos desses produtos no sistema imune sendo dados relevantes para
0 esclarecimento do potencial alergénico. Pesquisas indicam gque animais ja debilitados,
em contato com NMs desenvolveram processos de inflamacdo e agravamento de
patologias (FROEHLICH, 2015). Além de desencadear reacfes como imunossupressao,
modulacdo de citocinas inflamatérias e respostas imunolégicas de diversas células
(PALLARDY; TURBICA; BIOLA-VIDAMMENT.,2017).

Pesquisas in vitro realizadas por meio da exposicéo de células de macrofagos,
demonstraram serem capazes de capturar nanoparticulas de TiO2 facilmente
(MANOVOLA et al., 2008). Estudo avaliou a exposicdo das células macrofagicas de
linhagem J774 a diferentes concentragbes do C60 (15-60 pg /mL) demonstrando em
contrapartida uma baixa captacdo do NM pelas células (FIOROTO ET AL., 2006). Warheit
e colaboradores (2004) ao avaliar o mesmo comportamento de NTC em células de
macroéfagos, relatou que o mesmo pode escapar da depuragdo por macrofagos e viajar
dos alvéolos para a circulagdo sanguinea, migrando para outros érgaos do corpo.

Devido a natureza coesiva dos NTCs esses NMs tendem a formar agregados
estaveis dentro dos organismos, causando estresse inflamatoério e oxidativo nos locais de
sua deposicao. Estes efeitos, ao longo do tempo, podem levar a destruicdo de tecido /
orgdo e aumentar o risco de cancer (JAIN; SINGH; PILLAI, 2012). Células expostas a
NTC sofreram estresse oxidativo devido a inducdo de oxidantes e enzimas
toxicas. Sabendo que um nivel mais elevado de estresse oxidativo pode levar a
inflamacéo e citotoxicidade (JAIN; SINGH; PILLAI, 2012). Foram observados também
agregados de células ligados ao NTCPS provocando consequentemente a formacao de
estruturas nodulares (CUI, et al. 2005). Curiosamente, estudos in vitro demonstraram que
0os NN de TiOz, estdo associados a geracdo de ROS em células dendriticas humanas e
também promoveram a maturacdo das células e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias
(SCHANEN et al., 2013).

NMs de TiO 2tem a capacidade de aumentar a reagcdo de sensibilizacao
induzida por um potente e conhecido sensibilizante dérmico, o dinitroclorobenzeno

(DNCB). O teste utilizado foi uma variante do ensaio de linfonodo local chamado ensaio
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de proliferacdo de linfonodos, que concluiu que a administracdo de nano-TiO2 aumenta a
poténcia de sensibilizagdo dérmica do dinitroclorobenzeno (DNCB) aumentando
consequentemente a resposta Thz, comprovando habilidades imunomoduladoras dos
NMs (HUSSAIN et al., 2012).

Estudos sobre a avaliacdo de sensibilizacdo de pele de NM sdo escassos e
embora estudos in vitro sugerem que estes materiais modulam células imunolégicas bem
como células dendriticas, nenhum teste foi ainda conduzido ou conclusivo. Além disso,
estudo in vitro utilizado para avaliagdo dos riscos desses produtos estudam apenas a
reacdes isoladas ndo o processo de sensibilizagdo como um todo. Quando comparado
aos ensaios tradicionais in vivo, S840 mais precisos para determinar alergenicidade,
especialmente quando avaliados em conjunto numa estratégia de “2 out of 3.

Um estudo comparativo com métodos in vivo (LLNA), o mais utilizado, indica
uma precisdo do DPRA de 80% em discriminar ndo sensibilizantes (categoria 1) com uma
sensibilidade de 80% e especificidade de 77% (NATSCH et al., 2013; OECD, 2015). A
correlagdo de dados obtidos no ensaio de KeratinoSens™ quando comparados com o
ensaio de LLNA, apresentaram uma precisdo de 77% (sensibilidade 79% e especificidade
72%) nos resultados do ensaio para um conjunto de 145 produtos quimicos (EURL
ECVAM, 2014). Ja o ensaio U-SENS indicou quando comparados ao mesmo ensaio uma
precisdo na distingdo de sensibilizantes da pele (ou seja, UN GHS Cat.1) de 86%, com
uma sensibilidade de 91% e uma especificidade de 65%.

Frente a isso, nosso estudo investigou o potencial alergénico de NMs utilizando
modelos in vitro e in quimico que mimetizam os eventos-chave descritos nas vias de efeito
adversos (AOP) da sensibilizacdo da pele. Os métodos presentes neste documento sao
validados com finalidade regulatéria e /ou cientifica, utilizados para classificar substancias
sensibilizantes de pele. Cabe ressaltar que esses métodos ainda ndo foram avaliados
guanto a sua capacidade de identificar o efeito biolégicos de NMs, ou seja NM néo estao
incluidos no dominio de aplicagcdo dos métodos.

Avaliando o primeiro evento-chave da sensibilizagdo da pele por meio do
ensaio mDPRA foi possivel comprovar o potencial sensibilizante dos trés NMs, apos a
avaliacao da deplecao peptidica, sendo os trés produtos classificados dentro da categoria
moderada (C60: 32,57; TiO2: 28,05; NTCPS: 25,64), seguindo da avaliacdo do terceiro
evento-chave que demonstrou o possivel potencial alergénico dos NMs NTCPS, TiOz e
C60 sendo IS > 150, estimulando a expressdao de CD86, marcador presente nas
superficies de células dendriticas, quando em contato com um produto causador de

alergenicidade.
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Os estudos que indicam a capacidade destes produtos de causarem
alergenicidade sdo escassos. Ema e colaboradores (2011) demonstrou que NTCPS e
NTCPM quando testados quanto a sua toxicidade dérmica aguda e irritacdo ocular em
porquinhos-da-india nas concentragcdes maximas permitidas para administracdo. Os dois
NM demonstraram nao serem irritantes para a pele ou para os olhos. NTCPM causou
eritema muito leve em 24 h, mas ndo em 72 h, apés a remoc¢do dos adesivos no
experimento de irritagdo dérmica comprovou vermelhiddo conjuntival e hiperemia dos
vasos sanguineos apos 1 h de exposicdo. Porém, no experimento de irritacdo nos olhos
apos o periodo de 24 h nédo apresentaram mudanca alguma. Estas descobertas
mostraram que um produto NTCPM era muito fraco irritante agudo para a pele e olhos.
Neste estudo nenhum dos NMs exibiu efeitos de sensibilizagdo cutdnea (EMA et al.,
2011). Cabe aqui enfatizar que a capacidade preditiva deste ensaio ndo € a melhor
maneira de avaliar atualmente sensibilizacédo da pele, fazendo com que haja necessidade
de mais informacdes para esclarecer o potencial de sensibilizacdo desse NM.

Ja em relacdo aos C60 ensaios de fototoxicidade por contato, utilizando
cobaias, demonstrou que 25% do composto C60 quando aplicado e expostos a irradiacao
UV de comprimento de onda longo (11,2 J / cm 2) por um periodo de 50 minutos nao
revelaram qualquer potencial fototdxico, até 72 h apés a radiacdo UV. Além disso, estes
autores, utilizando os testes de irritacdo ocular em coelhos, observaram que estas NMs
sao minimamente irritantes. Estes autores realizaram ainda o “teste do patch” em
humanos com “n” de 1 homens e 24 mulheres e concluiram que ndo apresentaram reacao
cutdnea em 1 e 24 h apds a exposicao (condi¢cdes oclusivas) (AOSHIMA, 2009).

NM de TiO2z (didmetro de 140 nm) foi avaliado por meio do ensaio do LLNA
(OECD, 1992) para avaliar o potencial de sensibilizagdo da pele. Nas condigbes
oferecidas no estudo o TiO2 as mesmas nao produziram uma resposta de sensibilizacao
dérmica em camundongos (WARHEIT et al., 2007). Cabe ressaltar que o estudo
demonstrou apenas o 4° evento-chave da sensibilizacdo da pele. Porém o documento de
abordagens integradas IATA ressalta a importancia de se avaliar pelo menos 2 out 3
testes para a confirmacéo do potencial ndo sensibilizante.

Um outro aspecto relacionado ao processo de alergenicidade é a modulacao
de citocinas inflamatorias. O presente trabalho avaliou a modulacdo de interleucinas
frente a exposicdo de células U937 aos NMs. Resultados demonstraram aumento
significativo de interleucina IL-8, um mediador importante na resposta imunolégica
envolvida no processo inflamatério. Estudos tém demonstrado que NMs carregados

negativamente induziram a liberacdo de TNF-a e IL-8 pelas células THP-1, enquanto
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ambas as particulas carregadas positivamente e negativamente poderiam ligar o
fibrinogénio com alta afinidade (DENG, 2012). E importante ressaltar que os NMs
avaliados em nosso estudo demonstraram potencial zeta negativo comprovando a
tendéncia para expressar IL-8.

A avaliacdo da expresséao de citocinas (IL-6, IL-8, TNF-a, IL-18 e IL-10) nas
células de queratindcitos epidérmicos humanos (HEK) em diferentes concentracées (0,4 a
0,004 mg / mL) de C60 demonstraram resultados semelhantes ao do nosso estudo. Onde
0os NMs quando expostos na concentracdao de 0,04 mg / mL provocou aumento
significativo de interleucina 8 (p < 0,05) nos periodos de tempo de 8, 12, 24 e 48h. Ja as
atividades de IL-6 e IL-13 foram maiores durante o periodo de 24 h e 48 h para distintas
concentracoes (0,4 e 0,04 mg/ mL) (ROUSE et a.,2006).

Um estudo realizado por Schanen e colaboradores (2013), demonstrou que o
TiO2 desencadeou em células dendriticas uma resposta pro-inflamatoria TH1 e uma
resposta na producdo de citocina IL-2 e IFN, tendo efeito imunoestimulador moderado
sobre células T, demonstrando sua capacidade de induzir um aumento na populacéo de
linfécitos sobre os controles ndo tratado. Riedle e colaboradores (2017) apresentou um
estudo sobre NM de TiO2, quando expostos em células de macrofagos em distintas
concentracdes (5-100 ug / mL) provocou em concentragao-dependente a secrecao de IL-
1B.

Outros trabalhos comprovaram a presenca de varias outras citocinas
envolvidas na resposta imunoldgica. Nanoparticulas de TiO2, aumentou a expresséo de
citocinas, o0 que provocou a estimulacéo de colénias de granulécitos, interleucinas IL-1f,
IL-2, IL -4 e IL-9, proteina 10 induzida pelo interferon vy, fator estimulante de col6nias de
macréfagos, citocinas induzidas por interferon-y, proteina inflamatéria macrofagica-1aq,
proteina inflamatdria macrofagica-1p e proteina inflamatéria macrofagica-2, seguindo do
aumento do fator de necrose tumoral (AMBALAVANAN, 2012).

Estudos in vitro demonstraram que NTCs podem modular a producdo de
citocinas para Th2 (DI, M. G. et al., 2011). ApGs exposicao pulmonar em ratos do
composto NTC. Observou —se induc¢do significativa e ativacdo de células Th2 e citocinas
tipo 2 (DONG; MA., 2018). A avaliacdo in vivo demonstrou, apos 3 semanas depois da
aplicacao da terceira injecdo de NTCPS, ocorreu aumento significativo na producéo de IL-
12 e TNF-a e macréfagos no figado, sugerindo um estado inflamatério crénico associado
a uma polarizacao do tipo M1 (PRINCIPI et al., 2016).

C60, foi avaliado quanto ao mecanismo imunoldgico in vitro em células

mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos saudaveis, alterou seu efeito
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na expressao de marcadores de superficie e na producado de citocinas. O NM aumentou
significativamente a liberagéo de IL-6 e expressdo de CD69 por células naturais killer. Os
dados indicam que C60 néo interagem com a reatividade das células T, mas podem ativar
as células do sistema imune inato. Além disso, eles parecem atuar apenas em células
"ingénuas”, que ndo foram pré-estimuladas com antigenos de memoéria (BUNZ,
PLANKENHORN; KLEIN, 2012).

Concluiu-se por meio da analise dos dados, que os modelos ja validados in
vitro e in quimico, utilizados nesse estudo para avaliar alergenicidade de NMs, séo
adequados para avaliacdo desses compostos, sendo comprovado o possivel potencial
alergénico de C60, NTCPS e TiOz2.
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6 CONCLUSAO

O trabalho permitiu concluir até o presente momento que os NMs apresentaram
indice de polidispersao adequado o que permitiu visualizar homogeniedade nas amostras
dispersas em meio de cultura. O resultado foi essencial para a realizacdo dos testes de
alergenicidade e internalizacdo. Em relagcdo ao ensaio de internalizacdo celular foi
possivel concluir por meio da comparacdo do brilho do NM isoladamente e depois da
exposicdo das células, a presenca dos compostos em seu interior.

Os estudos de sensibilizagdo da pele, por meio dos ensaios de mDPRA e U-
SENS™ demonstraram ser capazes de categorizar o potencial de alergenicidade de NTC,
TiO2 e C60, uma vez que ao avaliar o primeiro evento-chave da sensibilizagéo da pele por
meio do ensaio mDPRA foi possivel concluir o potencial sensibilizante dos NMs
categorizados como positivos sensibilizantes incluidos na classe moderada, atendendo
todos os critérios do teste.

Sobre a avaliacdo do terceiro evento-chave investigou-se o potencial de NMs
de modular a expressdo do marcador CD86 utilizando a metodologia U-SENS™. Os
ensaios concluiram que C60, dioxido de titanio e NTCPS foram positivos para
sensibilizagdo dérmica com o 1S>150. Conforme apresentado, os modelos in vitro e in
chemico validados internacionalmente e harmonizados demonstraram ser capazes de
avaliar alergenicidade de NMs compostos de carbono (NTCPS e C60) e 6xido natural
(titanio).

Em relacdo aos estudos de quantificacdo de interleucinas, o0 ensaio
demonstrou o aumento significativo na quantificacdo de IL-8 para NTCPS e C60. Os
resultados dos estudos comprovam que esses NMs quando ultrapassam a barreira da
pele passando do meio externo para o interno do corpo humano podem causar processos

inflamatdrios relacionados ao mecanismo da dermatite de contato alérgica.
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