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RESUMO

Os produtos de base nanotecnológica estão sendo cada vez mais utilizados na indústria de
consumo, como produtos farmacêuticos, alimentícios, medicina, cosméticos e pesticidas.
Destacamos as NPs de CeO2 utilizadas em protetores solares, cosméticos, em agentes de
polimento de vidro, em aditivos para diesel e cigarros e as NPs de ZnO, que têm uma ampla
utilização na área biomédica devido à sua ação antimicrobiana e é matéria-prima para
protetores solares e cosméticos. Tais NPs podem causar efeitos adversos à saúde humana,
incluindo irritação e corrosão ocular. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho é analisar a
citotoxicidade ocular induzida pelas NPs de CeO2 e ZnO, utilizando técnicas complementares
de MTT e impedância elétrica. Para realizar a caracterização das NPs foram realizadas as
técnicas de DLS onde tamanho médio e o índice de polidispersão das NPs de CeO2 (em água)
foi de 212,29 ± 15,38, Após 24 horas de estabilização, apresentou-se em 140,02 ± 4,26 nm. O
ZnO (em água) foi de 241,20 ± 11,49 nm, após 24 horas de estabilização, apresentou-se em
188,90 ± 42,68 nm. Já o ZETA comprovou a estabilidade da suspensão com o valor superior
a 25 mV, após adição do meio de cultura rico em proteínas, a carga superficial passou a se
apresentar negativa. O EDS comprovou a composição elementar das NPs por MEV. MET
estimou o fator de forma onde as NPs de CeO2 se apresentam com morfologias poliédricas e
irregulares e o ZnO possuem sua forma prevalente hexagonal e DRX para determinação e
confirmação da sua natureza cristalina. O ensaio de proficiência avaliou a citotoxicidade por
MTT de dez substâncias químicas já definidas, nas concentrações de 5% e 0,05%, as
substâncias foram classificadas em Categoria 1, Sem Categoria e Sem Previsão de acordo
com o UN GHS. Viabilidade celular relativa foi avaliada por MTT em 5 minutos e 24 horas
utilizando as NPs de CeO2 e ZnO nas concentrações de 1, 12, 25, 50, 100, 200, 400 µg/mL,
em nenhuma condição a DO indicou menos de 70% de viabilidade celular, incluindo o
controle colorimétrico (sem célula) com a DO acima de 80%. Adicionalmente, o índice
celular, através da técnica de impedância elétrica, foi analisado durante 48 horas de
exposição, sob as mesmas condições de NPs, o CeO2 não apresentou toxicidade, já o ZnO,
contrapondo os resultados de MTT, a partir da concentração de 50 µg/mL e juntamente com
o controle colorimétrico, apresentaram redução significativa do índice celular, ficando
próximo ao resultado do controle positivo, o que é um indicativo de toxicidade. Os ensaios de
citotoxicidade são principalmente de natureza óptica, dependem de análise colorimétrica para
quantificação dos ensaios. As NPs devido a sua natureza físico-química podem interferir
diretamente na leitura do ensaio, comprometendo diretamente no resultado. O estudo ressalta
a importância de utilizar métodos alternativos ao uso de animais em pesquisa toxicológica,
especialmente no contexto da crescente utilização de NPs em diversos produtos. A
implementação de técnicas como a impedância elétrica não apenas se alinha com os
princípios éticos dos 3R, como também traz menos variabilidade, comparado a métodos
tradicionais.

Palavras-chaves: Toxicologia; Nanotoxicologia, Nanopartículas; Biotecnologia; Métodos
Alternativos ao uso de Animais; Óxido de Zinco; Dióxido de Cério.
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ABSTRACT

Nanotechnology-based products are increasingly being used in the consumer industry, such as
pharmaceuticals, food, medicine, cosmetics and pesticides. We highlight CeO2 NPs used in
sunscreens, cosmetics, glass polishing agents, additives for diesel and cigarettes and ZnO
NPs, which have wide use in the biomedical area due to their antimicrobial action and are the
raw material for sunscreens and cosmetics. NPs can be air pollution agents, which can cause
adverse effects on human health, including eye irritation and corrosion. In this context, the
objective of this work is to analyze the ocular cytotoxicity induced by CeO2 and ZnO NPs,
using complementary MTT and electrical impedance techniques. To carry out the
characterization of NPs, DLS techniques were carried out where the average size and
polydispersity index of CeO2 NPs (in water) was 212.29 ± 15.38. After 24 hours of
stabilization, it was 140. 02 ± 4.26 nm. ZnO (in water) was 241.20 ± 11.49 nm, after 24 hours
of stabilization, it was 188.90 ± 42.68 nm. ZETA proved the stability of the suspension with a
value above 25 mV. After adding the protein-rich culture medium, the surface charge became
negative. EDS confirmed the elemental composition of NPs by SEM. TEM estimated the
shape factor where CeO2 NPs have polyhedral and irregular morphologies and ZnO has its
prevalent exagonal shape and XRD to determine and confirm its crystalline nature. The
proficiency test evaluated the MTT cytotoxicity of ten already defined chemical substances, at
concentrations of 5% and 0.05%, the substances were classified as Category 1, No Category
and No Forecast in accordance with the UN GHS. Relative cell viability was assessed by
MTT at 5 minutes and 24 hours using CeO2 and ZnO NPs at concentrations of 1, 12, 25, 50,
100, 200, 400 µg/mL, under no condition did the OD indicate less than 70% of cell viability,
including colorimetric control (without cells) with OD above 80%. Additionally, the cellular
index, using the electrical impedance technique, was analyzed during 48 hours of exposure,
under the same conditions as NPs, CeO2 did not present toxicity, whereas ZnO, in contrast to
the MTT results, from a concentration of 50 µg/mL and together with the colorimetric control,
they showed a significant reduction in the cellular index, close to the result of the positive
control, which is an indication of toxicity. Cytotoxicity assays are mainly optical in nature and
depend on colorimetric analysis to quantify the assays. NPs, due to their physicochemical
nature, can directly interfere with the reading of the assay, directly compromising the result.
The study highlights the importance of using alternative methods to the use of animals in
toxicological research, especially in the context of the increasing use of NPs in various
products. The implementation of techniques such as electrical impedance not only aligns with
3R ethical principles, but also brings less variability compared to traditional methods.

Keywords: Toxicology; Nanotoxicology, Nanoparticles; Biotechnology; Alternative Methods
to the use of Animals; Zinc oxide; Cerium Dioxide
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1 INTRODUÇÃO

1.1 MÉTODOS ALTERNATIVOS AO USO DE ANIMAIS

A discussão sobre a necessidade de métodos alternativos à experimentação animal no

meio científico tem ganhado relevância mundial, impulsionada principalmente por

considerações éticas, econômicas e legislativas. Do ponto de vista ético, a adoção dos

princípios dos 3R (Replacement, Refinement, Reduction) vem se fortalecendo, visando reduzir

o uso de animais em pesquisas, conforme ilustrado na Figura 1 (TAKAHASHI Y. et al., 2008;

SCHEEL J. et al., 2011; VERSTRAELEN S. et al., 2013). No aspecto econômico, os custos

envolvidos na aquisição, transporte, cuidado e manutenção de animais são significativos

(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2003). Além disso, diretrizes estabelecidas por órgãos

regulatórios brasileiros têm incentivado o uso de métodos alternativos que reduzam a

dependência de animais em pesquisas científicas (DALBEN D., EMMEL J.L., 2013).

Figura 1: Métodos Alternativos ao uso de Animais na Pesquisa Prática dos 3R (Replacement;
Refinement; Reduction). Diversas metodologias alternativas e relevância fisiológica das plataformas de cultura
de tecidos in vitro para mimetizar o organismo humano. As tecnologias in vitro têm certos papéis em diferentes

fases do processo da pesquisa científica.

Fonte: Modificado de JALILI-FIROOZINEZHAD, S. et al., 2021 e OECD, 2019.

No Brasil, o Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA)

desempenha um papel fundamental na ética do bem-estar animal na ciência brasileira. As

resoluções normativas n° 17, 18 e 31, emitidas pelo CONCEA, reconhecem e endossam no

país o uso de métodos alternativos já validados. Estas resoluções estipulam a substituição das

metodologias clássicas que utilizam animais por métodos alternativos, definindo um prazo de

até cinco anos para essa transição, a partir da data de sua publicação (CONCEA, 2014; 2016).
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Além disso, os trabalhos de HOFFMANN S. et al., (2008) e ADRIAENS et al., (2017)

destacam que a combinação estratégica de diferentes ensaios, conforme recomendado no

Documento de Orientação sobre uma Abordagem Integrada de Testes e Avaliações (IATA

263) da OECD (2017), aumenta a eficácia preditiva dos métodos alternativos (Figura 2).

Figura 2: Introdução às Abordagens Integradas de Teste e Avaliação (IATA). Abordagens que combinam a
revisão de dados disponíveis em literatura e em análises in sílico, in químico, in vitro, tecidos, entre outros para a

avaliação toxicológica.

Fonte: Modificado de OECD, 2017.

1.2 NANOTECNOLOGIA

A Nanotecnologia envolve o estudo, produção e aplicação de estruturas na escala

nanométrica (Figura 3). Apesar de ser um campo de conhecimento relativamente recente, o

conceito de nanotecnologia retoma a tempos antigos, sendo utilizado para descrever

nanoprodutos que existem presentes na humanidade há séculos. Exemplos históricos incluem

partículas metálicas, especialmente de ouro e prata, encontradas em vitrais e vasilhames da

Idade Média (GOESMANN e FELDMANN, 2010) (Figura 4).
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Figura 3: Esquema de representação de uma escala de comprimento para contextualização de
nanomateriais.

Fonte: Modificado de GOESMANN e FELDMANN, 2010.

Atualmente, nanomaterias (NM) são amplamente aplicados, sendo encontrados desde

as indústrias de eletrônicos, passando pelas indústrias de bens de consumo e chegando à área

médica. A aplicação desses materiais ganhou tal proporção, que surgiram novas áreas de

conhecimento como a nanotoxicologia e a nanomedicina, evidenciando a inserção da

nanotecnologia em questões ambientais e de saúde (PATIL, MP. et al., 2019).

Figura 4: Cálice de Licurgo. Cálice fica verde quando iluminado pela frente e vermelho quando
iluminado por trás devido a nanopartículas de ouro e prata.
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Fonte: BRITISH MUSEUM, 2022.

A nanotecnologia oferece abordagens únicas para manipular uma ampla gama de

processos biológicos e médicos que ocorrem em escalas nanométricas, com um impacto

significativo e promissor na biologia e medicina (ZANDONELLA, 2003). Este campo é uma

das áreas de pesquisa mais dinâmicas na ciência moderna dos materiais (YOUSEF; DANIAL,

2012). A nanotecnologia possibilita uma variedade de aplicações inovadoras (Figura 5),

abrangendo desde o desenvolvimento de novos compostos para tecidos, passando pelo

processamento de alimentos e produção agrícola, até o alcance de técnicas médicas avançadas

(SAHOO, 2010).

Figura 5: Esquema representativo das áreas de aplicação das Nanoestruturas (NEs). O esquema

demonstra os diversos setores em que as NEs são aplicadas na sociedade atual, mostrando a sua versatilidade e

importância.

Fonte: FERREIRA, V.B., 2018.

À medida que os NM começaram a ser utilizados em aplicações comerciais, a

Organization for Economic Cooperation e Development (OCDE) identificou a necessidade de

analisar as potenciais preocupações de segurança causadas pelos nanomateriais fabricados. A

Environment, Health and Safety (EHS) lançou um programa de trabalho em 2006 para

garantir que as abordagens para avaliação de perigos, exposição e riscos para NM fabricados
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sejam de alta qualidade, baseadas na ciência e harmonizadas internacionalmente (OECD,

2023).

1.2.1 ÓXIDO DE ZINCO (ZnO)

O Óxido de Zinco (ZnO) é um composto inorgânico amplamente utilizado em diversas

aplicações do dia a dia. Foi classificado como seguro (GRAS - Generally Recognized As Safe)

pela Food and Drug Administration (NARLA, S. e LIM, H.W., 2020). Além de ser

empregado como aditivo alimentar, principalmente em alimentos à base de cereais como

fortificante (XIE et al., 2011), o ZnO ganhou novas aplicações com o avanço da

nanotecnologia, destacando-se por suas propriedades antimicrobianas. Como NM, o ZnO

demonstrou eficácia na preservação de alimentos, graças a estas propriedades (ESPITIA et al.,

2012).

Devido a essas propriedades antimicrobianas, o ZnO tem sido incorporado a

revestimentos de latas de alimentos e embalagens para conservar peixes, carnes e

condimentos, ajudando a preservar as cores e prevenir a deterioração. Além disso, é utilizado

como matéria-prima em protetores solares e cosméticos (XIE et al., 2011; NARLA, S. e LIM,

H.W., 2020). Os estudos sobre o efeito antimicrobiano do ZnO começaram na década de

1950, mas foi somente em 1995 que a eficácia do ZnO, juntamente com outros compostos

como Óxido de Magnésio (MgO) e Óxido de Cálcio (CaO), contra algumas cepas bacterianas

foi claramente demonstrada, consolidando seu uso como agente antimicrobiano (SAWAI, J.,

2003 e SAWAI, J., et al., 1998).

1.2.2 DIÓXIDO DE CÉRIO (CeO2)

Comercialmente, o Dióxido de Cério (CeO2) é empregado em uma variedade de

aplicações, incluindo como catalisador de craqueamento no refino de petróleo, para polimento

de vidro e espelhos (especialmente em lentes oftálmicas), em semicondutores, células de

combustível, e como aditivo em diesel e cigarros. As nanopartículas (NPs) de CeO2 são

usadas principalmente como aditivo de combustível diesel, visando aumentar a eficiência da

combustão e reduzir as emissões de fuligem, atuando como catalisador (HEI Report 2001;

CASSEE et al., 2011). Embora eficientes na captura de material particulado (fuligem),

estudos com motores indicam que uma pequena quantidade de CeO2 na forma de NPs pode

escapar para o ambiente, potencialmente atuando como poluentes atmosféricos e causando

efeitos adversos à saúde humana (CASSEE et al., 2011).
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Os impactos ambientais e de saúde relacionados ao uso de NPs de CeO2 ainda são

pouco conhecidos. Até o momento, os efeitos potenciais das NPs de óxidos metálicos na

saúde humana, seja por exposição acidental ou não no local de trabalho durante a produção,

ou pela liberação no meio ambiente através de produtos, não foram extensivamente avaliados.

É importante notar que o potencial de qualquer material para induzir efeitos adversos à saúde

e ao ambiente depende tanto da sua toxicidade biológica quanto do nível de exposição

(ROGERS, N. et al., 2010).

1.3 MÉTODO IN VITRO DE TRIAGEM DA TOXICIDADE

Para a avaliação do desfecho toxicológico de interesse alguns critérios devem ser

considerados, como a escolha dos testes realizados, descrição do preparo da amostra, bem

como identificação e/ou referência do protocolo ou metodologia adotados, definição e

justificativa para dose e métrica de dose aplicada, eventuais adequações metodológicas

realizadas, como também considerações relacionadas às limitações do método e a necessária

adoção de outras metodologias (ANVISA, 2023).

A Resolução Normativa nº 31 descreve o método OECD TG 491 (Organization for

Economic Cooperation and Development - Test Guideline 491), um teste in vitro de curta

duração para danos oculares (CONCEA, 2016). Esta metodologia se baseia no uso de

modelos experimentais que eliminam a necessidade de animais. Seu princípio é avaliar

parâmetros de função celular após exposição a agentes irritantes, classificando o potencial

citotóxico de substâncias químicas, como as NPs, que geralmente se correlaciona diretamente

com o potencial de causar dano ocular, seja ele reversível ou não (LOTZ C. et al., 2016;

WARHEIT, D.; 2018).

O teste de Exposição de Curta Duração (STE – Short Time Exposure) é um método

alternativo in vitro para avaliar a irritação e a corrosão ocular. Desenvolvido por Takahashi

em 2008, utiliza a linhagem celular SIRC (Statens Serun Institut Rabbit Cornea) em

monocamada (cultura 2D) como modelo biológico e é um teste colorimétrico de

citotoxicidade (OECD, 2015; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2003). A redução da

viabilidade celular indica o potencial citotóxico das substâncias químicas testadas nas células

da córnea de coelhos e sua capacidade de irritar ou danificar a córnea e os olhos

(TAKAHASHI Y, 2008; OECD, 2018).
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A avaliação do potencial citotóxico de NPs é crucial, dada a crescente utilização

dessas substâncias na formulação de produtos de consumo em vários setores industriais,

incluindo Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC), agrotóxicos, saneantes, e como

partículas ambientais em produtos de construção e poluição do ar, entre outros, que podem

entrar em contato com os olhos, intencionalmente ou não (WILHELMUS K.R., 2001;

MEHRA N.K. et al.; 2016; OECD; 2014). No entanto, uma revisão focada nos efeitos da

toxicidade dos NM nos olhos ainda é insuficiente (WARHEIT, D.; 2018; JEEVANANDAM,

J. et al.; 2018).

Os testes de citotoxicidade são predominantemente ópticos e dependem de

absorbância, luminescência ou fluorescência, ou seja, requerem análise colorimétrica para

quantificação. As NPs podem interferir nos resultados desses testes devido à sua capacidade

de absorver, dispersar e emitir luz (GUADAGNINI et al., 2015; OOSTINGH et al., 2011).

O método STE pode substituir experimentos in vivo com coelhos na avaliação

toxicológica ocular. Contudo, a combinação estratégica deste com outras metodologias pode

ser necessária para evitar completamente os testes in vivo. Assim, o STE e outros métodos in

vitro, como a técnica de Impedância Elétrica, podem reforçar e promover a adoção de

métodos alternativos e na classificação definitiva de produtos, substituindo métodos

tradicionais, como o método de Draize, por exemplo (MCNAMEE P. et al., 2009; HAYASHI

et al., 2012; VERSTRAELEN et al., 2013; OECD, 2018; PIERSMA A. H. et al., 2018;

DRAIZE J. H. et al., 1944).

1.3.1 IMPEDÂNCIA ELÉTRICA EM TEMPO REAL

O Sensor de Impedância de Substrato de Célula Elétrica (ECIS) foi desenvolvido na

década de 1980 para estudar processos biológicos em tempo real (GIAEVER e KEESE, 1991;

TIRUPPATHI et al., 1992; ALEXANDER et al., 2013). Neste ensaio, células são cultivadas

em poços que contêm um grande eletrodo de referência e vários eletrodos de detecção,

cobrindo cerca de 80% da área de superfície do fundo de cada poço. Com a aplicação de um

baixo potencial sinusoidal, mede-se a impedância eletroquímica entre os eletrodos. À medida

que as células se aderem e se espalham na superfície do eletrodo, alteram a área disponível

para o fluxo de corrente, aumentando a impedância do sistema (GIAEVER e KEESE, 1993).

Esse aumento, observado nas células sobre os eletrodos de detecção, ocorre devido às suas

membranas bilipídicas isolantes, que agem como dielétricos. Portanto, a impedância se
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correlaciona com o número de células. A adição de um material de teste pode fazer com que

células inviáveis se desprendam, resultando em uma queda da impedância e sugerindo

toxicidade pela redução da viabilidade celular (Figura 6) (XIAO C. et al., 2002; XIAO C. e

LUONG J. H., 2003; YEON J. H. e PARK J. K., 2005).

Além disso, a técnica de impedância eletroquímica permite avaliar diferenciação

celular, invasão, migração, interação célula-célula em co-culturas e investigações

mecanísticas, como alterações nos níveis intracelulares de cálcio e danos ao DNA

(ERBAYKENT-TEPEDELEN et al., 2011; RAHIM S. e ÜREN A., 2011; KIM Y. R. et al.,

2013; SZABO C. et al., 2013). Essa técnica também tem sido usada com sucesso para

monitorar in situ a toxicidade celular induzida por NM e outros aspectos da fisiologia celular,

como proliferação, morfologia e adesão intercelular (HONDROULIS et al., 2010).

Sistemas atuais como xCELLigence®, CellSine e ECIS (ECIS Zθ) são exemplos de

instrumentos baseados em impedância eletroquímica usados para análise in vitro de

toxicidade. Esses sistemas utilizam células monocamadas para monitorar mudanças nas

propriedades de impedância após exposição a bioativos, incluindo NPs. As placas de cultura

celular com eletrodos banhados a ouro no fundo dos poços permitem a observação de

mudanças celulares em tempo real ao longo de um experimento (KE N. et al., 2011; SCRACE

S. et al., 2013; YEON J. H.; PARK J. K., 2005).
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Figura 6: Esquema simplificado do sistema xCELLigence RTCA para monitorar a adesão celular.

A. E-plate de 96 poços e os eletrodos de ouro embutidos em cada poço (vista superior de um único poço). (A) A

placa é colocada dentro da estação do analisador de células em tempo real (RTCA), que é mantida em uma

incubadora (B) e conectada ao analisador RTCA (C) e o fluxo de trabalho de um ensaio de adesão xCELLigence.

(1) A leitura de fundo contendo apenas meio de cultura para se obter a resistência do branco (Z0). (3) Uma vista

lateral de um único poço demonstra o fluxo de elétrons partindo do terminal negativo para o positivo na presença

apenas do meio, o que resulta em uma leitura de fundo baixa. (3) A células são adicionadas na placa para iniciar

a leitura experimental para se obter a resistência em um ponto de tempo individual, fornecida pela presença de

células aderidas (Zi). (4) Aqui, uma vista lateral de um único poço demonstra o fluxo de elétrons impedido do

terminal negativo para o positivo na presença de células aderentes, o que resulta no aumento da impedância ao

longo do tempo à medida que mais células aderem e se espalham nos eletrodos gerando o índice celular.

Fonte: HAYASHI, K. et al., 2017.

Considerando a controvérsia existente na literatura quanto a segurança de

nanomateriais, a utilização de métodos normatizados no contexto de um sistema de gestão da

qualidade, como a ABNT-NBR-ISO 17025:2017 e as Boas Práticas de Laboratório (BPL),

que tenham sido formalmente validados (Doc-Cgcre008) utilizando métodos de triagem da

toxicidade para nanomateriais manufaturados (ABNT-IS0-TR-16197) e avaliação de risco

(ISO-TR-13121), como a impedância elétrica (ISO/TS 21633:2021), tem se mostrado uma

estratégia relevante. Ainda, o uso de métodos alternativos ao uso de animais tem mostrado

maior relevância humana e consideração ética. Especificamente no contexto da toxicidade das
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nanopartículas de óxido de zinco, dióxido de cério e óxido de grafeno, pelo grande número de

desses NMs atualmente emergentes no mercado.

Consequências de NMs a saúde e o ambiente podem ensejar a percepção de risco e um

aumento considerável na atenção recebida por estes NMs, permitindo seu aprimoramento em

materiais benignos devido à suas propriedades físicas, químicas e elétricas ajustáveis e de

fácil manuseio. Uma ênfase e uma avaliação mais cautelosas deste NM podem evitar

contratempos causados pelo manuseio imprudente, fazendo com que a dose de exposição seja

controlada e otimizada em suas aplicações biomédicas. A técnica de impedância elétrica, a

partir da ISO/TS 21633:2021 pode, portanto, ser usada como um sistema de ensaio alternativo

para o estudo da viabilidade e toxicidade de NPs in vitro sem interferência e pretendemos, a

partir do Doc-Cgcre008, validar sua adequação para a análise da toxicidade ocular utilizando

as células SIRC.

2 JUSTIFICATIVA

A crescente demanda por métodos alternativos à experimentação animal, especialmente

no campo da toxicologia, evidencia a necessidade de avanços tecnológicos significativos. Este

movimento é impulsionado por uma combinação de fatores éticos, científicos, financeiros,

comerciais e legislativos, com ênfase na implementação dos princípios dos 3R - Replacement

(Substituição), Refinement (Aprimoramento) e Reduction (Redução). Essa abordagem é

crucial no contexto do uso crescente de NPs em diversos produtos, onde a avaliação precisa

da toxicidade ocular dessas partículas se torna cada vez mais relevante.

Neste cenário, a presente dissertação se destaca por sua originalidade e pertinência,

abordando a implementação e a avaliação do teste de STE. Este teste é reconhecido por sua

simplicidade, rapidez e baixo custo, sendo aplicável a substâncias solúveis e insolúveis em

água. Contudo, a interferência de algumas NPs nas propriedades ópticas dos ensaios

colorimétricos convencionais pode conduzir a resultados imprecisos, destacando a

necessidade de métodos alternativos como a impedância elétrica. Esta técnica, que independe

de medições ópticas, oferece informações cinéticas detalhadas de forma não invasiva e com

alta resolução temporal, por meio de curvas de crescimento celular.

O objetivo central deste estudo é, portanto, explorar a eficácia da técnica de impedância

elétrica como um método alternativo para a avaliação da viabilidade e toxicidade de NPs in

vitro, sem as limitações dos ensaios colorimétricos tradicionais. Além disso, busca-se
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comparar as conclusões obtidas por este método com aquelas geradas pelo guia OECD TG

491, proporcionando um novo caminho para a toxicologia ocular que alinha avanços

científicos com a ética na pesquisa. A relevância deste estudo reside não apenas em seu

potencial para reduzir a dependência de modelos animais, mas também na contribuição para a

compreensão mais precisa da segurança de materiais em nanoescala, um aspecto crítico no

avanço da ciência dos materiais e da saúde pública.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo central deste estudo é implementar e avaliar a eficácia do ensaio STE de

acordo com o guia TG 491 da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico

(OECD) no Laboratório de Biologia de Células Eucariontes (LABIO) do INMETRO.

Paralelamente, o estudo tem como foco analisar a citotoxicidade ocular induzida pelas NPs de

CeO2 e ZnO, utilizando técnicas complementares de MTT e impedância elétrica. Este objetivo

engloba a comparação e correlação entre os resultados obtidos por estas metodologias, com o

intuito de avaliar a precisão e preditividade dos métodos de ensaio em determinar a toxicidade

ocular de nanopartículas em um modelo in vitro. A finalidade é fornecer uma base científica

robusta para a possível adoção destas técnicas como métodos alternativos aos testes em

animais, visando contribuir para o avanço da toxicologia ocular e nanotoxicologia.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

I. Implementar o protocolo TG 491 da OECD;

II. Aplicar a metodologia implementada às nanopartículas (NPs) de Dióxido de Cério e

Óxido de Zinco (ZnO);

III. Analisar a toxicidade das NPs de CeO2 e ZnO, empregando a técnica de MTT por 5

minutos e 24 horas com células SIRC;

IV. Avaliar a toxicidade das NPs de CeO2 e ZnO, utilizando a técnica de impedância

elétrica por 48 horas com células SIRC.
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4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 CARACTERIZAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS DE CeO2 e ZnO

4.1.1 DISPERSÃO DE LUZ DINÂMICA (DLS)

As NPs utilizadas foram adquiridas do Joint Research Center (JCR), as NPs de ZnO

JCRNM-110, com tamanho primário declarado da partícula de <2 nm, no estado em pó, cor

branca e com concentração de 100 mg/mL. As NPs de CeO2 JRCNM-212 em tamanho

primário <15 nm, foram adquiridas da JCR, no estado em pó, cor creme e concentração de

100 mg/mL.

As amostras foram dispersas por meio de agitação promovida por energia ultrassônica

(Ultrassom, Q-Sonica). O processo foi realizado em modo direto, através de imersão da ponta

de Ti (Titânio) 19 mm. Utilizou-se banho de gelo, com intuito de evitar o aumento da

temperatura durante a dispersão. A potência acústica de 32 W (80 % de amplitude de energia

liberada) durante 15 minutos no modo de pulsado (8 segundos de pulso e 2 segundos de

intervalo consecutivamente).

As NPs foram caracterizadas por Dynamic Light Scattering (DLS) utilizando o

equipamento (DLS, ZetaSizer Nano ZS, Malvern Instruments) na concentração de 1 μg/mL

de ZnONPs e 2 μg/mL de CeO2NPs, diluído em em água Milli-Q, em cubeta de poliestireno, a

25 ºC, depois de serem dispersas e utilizadas 24 horas após.

4.1.2 POTENCIAL ZETA

O potencial zeta é considerado de importância extrema no estudo da estabilidade de

suspensões coloidais, segundo o trabalho de Schaffazick e colaboradores (2003). Entende-se

que são característicos de suspensões estáveis elevados valores de potencial zeta.

As medidas de potencial zeta foram realizadas no equipamento - ZetaSizer Nano ZS,

Malvern Instruments para verificar a estabilidade em solução das partículas dispersas. Para a

medição do potencial zeta foi utilizado a concentração de 1 μg/mL de NPs de ZnO e 2 μg/mL

de NPs de CeO2, diluído em água Milli-Q, em cubeta de poliestireno, a 25 ºC, em 24 h após

depois de serem dispersas e em meio de cultura DMEM LOW, com 25 μL na NPs de CeO2 e

35μL na NPs de ZnO de Albumina Sérica (BSA).
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4.1.3 TÉCNICA DE ESPECTROSCOPIA DE RAIOS X DISPERSIVOS DE
ENERGIA (EDS)

Com a finalidade de obter a composição elementar das NPs, foram feitas análises

utilizando a técnica de espectroscopia de raio x por dispersão em energia (EDS) em um

microscópio eletrônico de varredura (MEV). As NPs foram depositadas em um suporte para

MEV (stub) previamente recoberto fita dupla face de carbono. A amostra foi observada em

um MEV Quanta FEG 450 (FEI Company, Hillsboro, Oregon, EUA) operando a 15kV e

utilizando detector para emissão de raio X.

4.1.4 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO (MET)

As NPs foram depositadas em grades de cobre revestidas com Formvar®. Em seguida

as amostras foram secas overnight em temperatura ambiente e observadas no MET (Tecnai

Spirit G2, FEI, USA) operando a 80 kV. As nanoemulsões serão processadas pelo mesmo

protocolo, porém precedidas de fixação com tetróxido de ósmio 1% por 10 minutos, no

escuro. O software ImageJ foi utilizado para estimar o diâmetro e o fator de forma das NPs a

partir das imagens obtidas.

4.1.5 TÉCNICA DE DIFRAÇÃO DE RAIO X (DRX)

As NPs de CeO2 e ZnO foram montadas em suportes de alça de náilon (Hampton

Research, EUA) individualmente e submetidas à análise de difração de pó em difratômetro

SuperNova (Rigaku, EUA), à temperatura ambiente, operando a 40 W (50 kV e 0,8 mA), com

radiação CuKα (1,5416 Å) e rotação phi-scan, com detecção na faixa de 20° – 90 ° (ângulos

2θ). As imagens de difração foram processadas com CrysAlisPro® (Agilent).

4.2 IMPLEMENTAÇÃO DO ENSAIO TG 491 da OECD

A implementação do ensaio TG 491 da OECD foi precedida pela etapa de

demonstração de proficiência. Esta etapa é dada pela classificação de onze substâncias

químicas já definidas, quanto à capacidade de gerar ou não irritação ocular. Descritas a seguir

de acordo com sua classificação e Registry Number Chemical Abstracts Service (CAS RN).

Categoria 1 - Cloreto de benzalcônio (CAS RN 8001-54-5), Vermelho ácido 92 (CASRN

18472-84-2), Triton X-100 (CAS RN 9002-93-1) e Hidróxido de sódio (CAS RN 1310-73-2),

Sem Categoria - Acetato de 2-etoxietilo (CAS RN 111-15-9), Dodecano (CAS RN 112-40-3),

Sulfato de n,n-dimetilguanidina (CAS RN 598-65-2) e Metil isobutil cetona (CAS RN
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108-10-1) e Sem previsão - Ciclopentanol (CAS RN 96-41-3), o I-Octanol (CAS RN

111-87-5) e Butirolactona(CAS RN 96-48-0).

4.2.1 MODELO BIOLÓGICO

Para realização do método STE foi utilizado como modelo biológico a linhagem

celular SIRC. As células foram cultivadas com o meio Essencial Mínimo de Eagle (MEM),

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), acrescido de 2 mM de L-glutamina, 50

UI/mL de penicilina e 50 mg/mL de Estreptomicina. O cultivo foi realizado em garrafas de

cultura estéreis. Após atingir 80% de semiconfluência, as células foram tripsinizadas e

mantidas na densidade de 2,0x104 células/cm², em estufa de cultivo a 37 °C, em 95% atm com

5% de CO2.

As células foram propagadas no mínimo 2 passagens antes de serem utilizadas nos

experimentos e a permanência destas em cultura não ultrapassando 25 passagens após o

descongelamento, tal como descrito no Guia 491 da OECD. Ao menos 3 lotes de 10 criotubos

contendo de 1-2 x 10⁶ células foram criopreservados para constituir os lotes de trabalho e o

masterbank. Tais lotes foram testados quanto a presença de bactérias e fungos seguindo a

Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019), e de micoplasmas, por PCR e bioluminescência

(FOLGUERAS-FLATSCHART, A. V et al., 2018).

4.2.2 PLAQUEAMENTO

O plaqueamento foi realizado em placas para cultivo celular de 96 poços fundo chato,

na densidade de 6,0x10³ células/poço, com 200 μL de meio de cultura em cada poço. As

placas ficaram incubadas por quatro dias a 37 °C, e 5% de CO2.

4.2.3 EXPOSIÇÃO

Após 4 dias de incubação as células atingiram confluência superior a 80%, o meio de

cultura foi descartado e as células foram expostas aos controles, a saber, controle do meio

(CM), controle do solvente (solução salina (CSS) ou óleo mineral (CSOM), a depender da

substância) e controle positivo (CP) (SDS - Sodium Dodecyl Sulfate), na concentração de

0,01% solubilizado em solução salina), e as distintas concentrações das substâncias teste.

Todas as exposições foram realizadas em triplicata.
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As 11 substâncias químicas de referência foram diluídas nas concentrações de 5%

(P/V) e 0,05 % e expostas às células em triplicata por 5 minutos, em temperatura ambiente.

Após esta etapa, as células na placa foram lavadas duas vezes com 200 μL/poço de D-PBS

(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) para posterior exposição ao MTT (Thiazolyl Blue

Tetrazolium Bromide).

4.2.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR POR MTT

A viabilidade celular foi avaliada colorimetricamente pelo ensaio de MTT. Após as

lavagens, foi adicionada às placas 200 μL de MTT, (0,5 mg de MTT/mL) por poço e foi

incubada, por duas horas em estufa de cultivo a 37 °C, e 5% de CO2. Após este tempo, - em

que as células vivas convertem o corante vital MTT em azul de formazana - o composto

MTT/Formazan é extraído pela adição de 200 μL/poço da solução de ácido clorídrico e 0,04

N-isopropanol por 60 minutos e mantido em agitação à 100 rpm, em temperatura ambiente e

sob proteção da luz. A presença de formazana foi mensurada a 570 nm em espectrofotômetro

(SynergyH4 Hibrid Reader, Biotek, EUA).

A absorbância corrigida pelo branco de cada grupo foi comparada com o controle do

solvente (viabilidade relativa) e utilizada para estimar o potencial de risco para os olhos,

considerando o controle negativo como 100% da viabilidade celular.

4.2.5 INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS

A leitura da Densidade Óptica (DO) das substâncias químicas teste foi utilizada para

calcular a viabilidade celular em relação ao controle do solvente em 100%. A viabilidade

celular relativa (%) foi obtida após a subtração da DO do branco seguido da divisão da DO do

controle do solvente, seja ele CSS ou CSOM, a depender da substância.

Da mesma forma, a viabilidade celular relativa (%) de cada solvente de controle (CSS

e CSOM) foi obtida após a divisão da DO de cada Controle do Solvente pela DO do CM e

subtração a DO do branco de ambos os valores.

Foi realizada a média aritmética do ensaio contendo três poços replicados (n=3) para

definir a viabilidade celular relativa.

A substância química de teste é classificada pelo Globally Harmonized System of

Classification and Labeling of Chemicals (UN GHS) como Categoria 1, quando a viabilidade
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reativa é ≤ 70% nas duas concentrações (5% e 0,05%). A substância química é classificada

como Sem Categoria (UN GHS), se as concentrações de 5 % e 0,05 % apresentarem

viabilidade relativa ≥ 70%. Para resultados divergentes nas duas concentrações, as substâncias

são classificadas como Sem Previsão, apresentando viabilidade relativa ≤ 70% e > 70%, nas

concentrações de 5% e 0,05%, respectivamente.

Tabela 1: Modelo de previsão do método de teste STE.

Viabilidade Clasificação UN GHS
5 % 0,05 %

>70 % >70 % Sem Categoria
≤70 % >70 % Sem Previsão
≤70 % ≤70 % Categoria 1

4.3 AVALIAÇÃO DA CITOXICIDADE DE NPs PELA TG 491 DA OECD

O plaqueamento foi realizado em placas para cultivo celular de 96 poços fundo chato,

na densidade de 6,0x10³ células/poço, com 200 μL de meio de cultura em cada poço. As

placas ficaram incubadas por quatro dias a 37°C, e 5% de CO2.

Após 4 dias de incubação as células atingiram confluência superior a 80 %, o meio de

cultura foi descartado e as células foram expostas aos controles, a saber, controle do meio

(CM), controle do solvente solução salina (CSS) ou óleo mineral (CSOM), a depender da

substância) e controle positivo (CP) (SDS - Sodium Dodecyl Sulfate), na concentração de

0,01% solubilizado em solução salina), e as NPs de CeO2 e ZnO diluídas em meio Essencial

Mínimo de Eagle (MEM) e suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) em

temperatura ambiente, agitadas por 1 minuto.

Foi realizado DLS, a 25 °C usando analisador de tamanho e diluição de partículas

antes da sua utilização no ensaio. As NPs foram adicionadas às células em diferentes

concentrações (1, 12, 25, 50, 100, 200, 400 µg/mL). As células foram avaliadas após

exposição em 5 minutos e 24 horas. Após estes tempos, avaliamos a viabilidade celular por

MTT, conforme descrito em 4.2.4.

4.4 TÉCNICA DE IMPEDÂNCIA ELÉTRICA

Para a avaliação da impedância elétrica, utilizamos o analisador de células em tempo

real (RTCA - Acea Bioscience) a fim de monitorar a proliferação celular em tempo real.
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Foram utilizados 50 µl meio de cultura sem células para a calibração do sistema. O

plaqueamento de 6,0x104 células/poço ocorrerá em placas para cultivo celular de 96 poços do

tipo E-Plate View xCELLigence RTCA SP que contém microeletrodos de ouro no fundo dos

poços, com 150 μL de meio de cultura em cada poço. Após 30 minutos as células foram

colocadas na estação RTCA em uma incubadora e mantidas por 24 horas, atingindo 80% de

confluência antes da exposição. Após esse período foram expostas ao controle do meio (CM),

controle colorimético (CC) com apenas NPs na concentração de 400 µg/mL, controle positivo

(CP) (SDS - Sodium Dodecyl Sulfate), na concentração de 0,01 % solubilizado em solução

salina) e as NPs que foram previamente diluídas em temperatura ambiente, agitada por 1

minuto e em diferentes concentrações. Todas as exposições foram realizadas em triplicata e

em um ensaio.

A placa E-plate retornou à estação RTCA por mais 48 horas a 37°C, e 5% de CO2. Os

dados foram obtidos automaticamente, a cada 1 hora, e processados por um programa

instalado em computador acoplado ao equipamento. A impedância foi calculada pelo índice

celular (IC) = (Zi− Z0) [Ohm]/15[Ohm], onde Z0 é a resistência do branco (meio de cultura

sem células) e Zi é a resistência em um ponto de tempo individual, fornecida pela presença de

células aderidas.

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS DE CeO2 e ZnO

5.1.1 DISPERSÃO DE LUZ DINÂMICA (DLS)

As NPs de CeO2 e ZnO foram analisadas por meio da técnica de DLS e calculou-se a

partir do movimento browniano o diâmetro hidrodinâmico (Figura 7). O índice de

polidispersão (PdI), também foi calculado. Em relação ao tamanho médio das NPs, podemos

observar a diminuição do seu tamanho após a dispersão em relação as que não foram

dispersas, também vale ressaltar a relevância em esperar 24 horas após a dispersão para retirar

apenas as NPs mais dispersas que ficam na parte superior, que se separaram das aglomeradas

decantando para o inferior do recipiente.
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Figura 7: O tamanho médio e o índice de polidispersão (PDI) de NPs CeO2 e ZnO foram avaliados por
espalhamento de luz dinâmica (DLS). A) ZnO NPs têm um tamanho médio (em água) de 241,20 ± 11,49 nm.
Após 24h de estabilização, teve um tamanho médio na água de 188,90 ± 42,68 nm. B) NPs CeO2 têm um
tamanho médio (em água) de 212,29 ± 15,38. Após 24h de estabilização, apresentou tamanho médio na água de
140,02 ± 4,26 nm. O tamanho médio das NPs após contato com o meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's
Medium-low glicose (DMEM) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (FBS) e estabilizado com albumina
sérica bovina (BSA) específica para as células deste estudo foi avaliada.

5.1.2 POTENCIAL ZETA

As NPs de CeO2 e ZnO foram analisadas por meio da técnica de potencial zeta e as

medidas foram realizadas para verificar a estabilidade em solução, das partículas dispersas em

água e em meio de cultura (Figura 8). As NPs são consideradas estáveis quando o potencial

zeta se demonstra acima 25 mV (MIRHOSSEINI et al., 2008), com base nessa premissa as

NPs de CeO2 e ZnO em água são consideradas estável. Quando as NPs entraram em contato

com o meio de cultura rico em proteínas, os quais são aniônicos, tornaram a carga superficial

negativa.
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Figura 8: Em relação ao potencial Zeta, as NPs demonstram estabilidade em água. Houve diferença na
carga superficial (mV) das NPs após o contato com o meio de cultura, provavelmente devido à formação da
corona proteica. A linha pontilhada nos gráficos equivale 25 mV.

5.1.3 TÉCNICA DE ESPECTROSCOPIA DE RAIOS X DISPERSIVOS DE
ENERGIA (EDS)

A análise EDS é uma das técnicas mais versáteis existentes para examinar a composição

elementar de nanopartículas (COSTA, 2016). A técnica de EDS foi empregada objetivando-se

a análise elementar da composição das NPs (Figura 9). As análises de EDS detectaram um

pico referente ao elemento Cério e Zinco nas amostras A e B respectivamente. Foram também

encontrados no espectro os elementos Carbono (C) e Oxigênio (O).

Figura 9: Técnica de espectroscopia de raios X por dispersão de energia no microscópio eletrônico de
varredura (MEV) de NPs de CeO2 e ZnO. Imagens obtida por MEV por um sinal de elétrons secundários de
NPs de CeO2 e ZnO determinando a composição elementar e indicando alta aglomeração de nanopartículas
respectivamente.

5.1.4 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO (MET)

A microscopia eletrônica de transmissão foi realizada para análise do fator de forma
determinando a morfologia das NPs de CeO2 e ZnO (Figura 10). As imagens de microscopia
foram tratadas com o auxílio do software ImageJ. A análise qualitativa de MET indica que as
partículas primárias de CeO2 demonstram ser poliédricas com morfologia irregular e uma
distribuição de tamanho não homogênea, variando de menos de 10 nm a bem mais de 100 nm.
Já as NPs de ZnO observou-se que os cristais primários eram poliédricos com morfologia
bastante variável. Dois tipos principais de morfologia podem ser distinguidos: -1. partículas
com proporção próxima de 1 (normalmente tamanho de 20 a 250 nm e muito poucas
partículas de tamanho de aproximadamente 400 nm) e morfologia prevalentemente
hexagonal. 2. partículas com proporção de aspecto 2 a 7,5 (50 – 350 nm) com morfologias
cúbica e tetragonal.
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Figura 10: Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) das NPs de CeO2 e ZnO para análise do fator
de forma. A) As NPs de CeO2 possuem morfologia poliédricas e irregular. B) As NPs de ZnO possuem
morfologia prevalente exagonal.

5.1.5 DIFRAÇÃO DE RAIO X (DRX)

A técnica de Difração de Raio X (DRX) foi usada para a determinação e confirmação

da natureza e pureza das NPs de CeO2 e ZnO, por meio da deposição da amostra sólida (pó

das NPs). Os picos corresponderam ao padrão das NPs de CeO2 e ZnO devido a sua natureza

cristalina (Figura 11).

Figura 11: Técnica de Difração de Raio X (DRX) para determinação da natureza das NPs em pó. Os picos
formados no DRX demonstram a natureza cristalina das NPs de CeO2 e ZnO.

5.2 TESTE DE PROFICIÊNCIA DO ENSAIO 491 DA OECD

5.2.1 SUBSTÂNCIAS CLASSIFICADAS COMO CATEGORIA 1

A viabilidade relativa das substâncias analisadas foi obtida por meio de leitura

fotométrica em 570nm. Para cada substância teste foram realizados em um ensaio em

triplicata (n=3) e a média aritmética final foi calculada a partir destes. Os dados estatísticos
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foram avaliados para a classificação das substâncias em Categoria 1, Sem Categoria e Sem

Previsão, de acordo com o UN GHS (Figura 12).

As substâncias classificadas como Categoria 1 foram Cloreto de benzalcônio,

Vermelho ácido 92, Triton X-100 e Hidróxido de sódio. As viabilidades relativas das

substâncias mencionadas para as duas concentrações (5% e 0,05%) foram ≤70% (Figura 11),

em conformidade com os critérios de aceitação (ANEXO 1).

Figura 12: Viabilidade celular relativa (n=3) das substâncias classificadas como categoria 1 (Cloreto de
Bensalcônio, Vermelho Ácido 92, Triton X-100 e Hidróxido de Sódio) de acordo com UN GHS. Controle do
Meio (CM), Controle do Solvente Salino (CSS), Controle positivo (CP), maior concentração testada (5 %) e
menor concentração (0,05 %). A linha pontilhada nos gráficos equivale à viabilidade relativa de 70 %. Categoria
1 - Viabilidade Celular relativa ≤ 70 % para ambas as concentrações testadas.

5.2.2 SUBSTÂNCIAS CLASSIFICADAS COMO SEM CATEGORIA

As substâncias classificadas como Sem Categoria foram Acetato de 2-etoxietilo,

Dodecano, Sulfato de n,n-dimetilguanidina e Metil isobutil cetona. As viabilidades relativas

das substâncias mencionadas para as duas concentrações (5% e 0,05%) foram ≥70% (Figura

13), em conformidade com os critérios de aceitação (ANEXO 1).
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Figura 13: Viabilidade celular relativa (n=3) das substâncias classificadas como Sem categoria (Acetato de
2-etoxietilo, Sulfato de n,n-dimetilguanidina, Dodecano e Metil isobutil cetona) de acordo com UN GHS.
Controle do Meio (CM), Controle do Solvente Salino (CSS), Controle do Solvente de Óleo Mineral (CSOM),
Controle positivo (CP), maior concentração testada (5 %) e menor concentração (0,05 %). A linha pontilhada nos
gráficos equivale à viabilidade relativa de 70 %. Sem Categoria - Viabilidade Celular relativa > 70 % para
ambas as concentrações testadas.

5.2.3 SUBSTÂNCIAS CLASSIFICADAS COMO SEM PREVISÃO

As substâncias classificadas como Sem Previsão foram o Ciclopentanol e o I Octanol.

As viabilidades relativas das substâncias mencionadas para as duas concentrações (5% e 0,05

%) foram ≤70% e >70%, respectivamente (Figura 14), em conformidade com os critérios de

aceitação (ANEXO 1).
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Figura 14: Viabilidade celular relativa (n=3) das substâncias classificadas como Sem Previsão (Ciclopentanol e
o I-Octanol) de acordo com UN GHS. Controle do Meio (CM), Controle do Solvente Salino (CSS), Controle do
Solvente de Óleo Mineral (CSOM), Controle positivo (CP), maior concentração testada (5 %) e menor
concentração (0,05 %). A linha pontilhada nos gráficos equivale à viabilidade relativa de 70 %. Sem Previsão -
Viabilidade celular relativa (5 % e 0,05 %) ≤70 % e >70 %, respectivamente.

5.3 APLICAÇÃO DA METODOLOGIA TG 491 PARA AS NPs DE ZnO e CeO2

5.3.1 AVALIAÇÃO DAS NPs DE ZnO e CeO2 EM 5 MINUTOS DE EXPOSIÇÃO

A viabilidade celular relativa das NPs de CeO2 e ZnO foi obtida por meio de leitura

fotométrica em 570 nm. Para cada NP foi realizado em um ensaio em triplicata para cada

concentração (n=3) com o tempo de exposição de 5 minutos e a média aritmética final foi

calculada a partir destes. Nota-se que em todas as concentrações de NPs com o tempo de

exposição de 5 minutos, não apresentou viabilidade celular inferior a 70%, sugerindo que as

NPs de CeO2 e ZnO não apresentam citotoxicidade (Figura 15). O controle colorimétrico (sem

células) apresentou viabilidade celular superior a 80%.
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Figura 15: Viabilidade celular relativa (n=3) das NPs de CeO2 e ZnO nas concentrações de 1, 12, 25, 50, 100,
200, 400 µg/mL. Controle do Meio (CM), Controle Colorimétrico (CC), Controle positivo (CP). A linha
pontilhada nos gráficos equivale à viabilidade relativa de 70 %.

5.3.2 AVALIAÇÃO DAS NPs DE ZnO e CeO2 EM 24 HORAS DE EXPOSIÇÃO

A viabilidade celular relativa das NPs de CeO2 e ZnO foi obtida por meio de leitura

fotométrica em 570 nm (Figura 16). Para cada NP foi realizado um ensaio em triplicata para

cada concentração (n=3) com o tempo de exposição de 24 horas e a média aritmética final foi

calculada a partir destes. Nota-se que em todas as concentrações de NPs com o tempo de

exposição de 24 horas, não apresentou viabilidade celular inferior a 70%, sugerindo que as

NPs de CeO2 e ZnO não apresentam citotoxicidade. O controle colorimétrico (sem células)

apresentou viabilidade celular superior a 80%.

Figura 16: Viabilidade celular relativa (n=3) das NPs de CeO2 e ZnO nas concentrações de 1, 12, 25, 50, 100,
200, 400 µg/mL. Controle do Meio (CM), Controle Colorimétrico (CC), Controle positivo (CP). A linha
pontilhada nos gráficos equivale à viabilidade relativa de 70 %.

5.4 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DAS NPs DE CeO2 e ZnO UTILIZANDO A
TÉCNICA DE IMPEDÂNCIA ELÉTRICA

O índice celular das NPs de CeO2 e ZnO foi obtido a cada hora por impedância

elétrica em tempo real. Para cada NP foi realizado em um ensaio em triplicata para cada

concentração (n=3) com o tempo de exposição de 48 horas e a média aritmética final foi

calculada a partir destes (Figura 17). O controle positivo foi efetivo em reduzir o índice

celular (IC) a nível da linha de base indicando o descolamento das células no grupo ZnO, cuja

toxicidade foi notável a partir de 50 µg/mL, causando a parada na proliferação celular.

Destaque-se que o CeO2 na mesma concentração, promoveu um aumento relativo de cerca de

duas vezes em relação ao grupo controle, causando um aumento da CI dose dependente.
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Figura 17: Índice celular (n=3) das NPs de CeO2 e ZnO nas concentrações de 1, 12, 25, 50, 100, 200, 400 µg.
Controle do Meio (CM), Controle Colorimétrico (CC), Controle positivo (CP).

6 DISCUSSÃO

No cenário brasileiro, marcado pela adoção de resoluções que fomentam o uso de

metodologias alternativas para minimizar o emprego de animais em pesquisa e

desenvolvimento, este estudo busca contribuir significativamente com a implementação do

método STE. Esta abordagem é particularmente relevante para pesquisadores e indústrias no

Brasil, visando avaliar o potencial de corrosão e irritação ocular de substâncias químicas.

O método STE se baseia na análise da citotoxicidade, uma técnica já consolidada na

avaliação de irritação ocular. Esta metodologia correlaciona a morte celular in vitro com

danos oculares causados pelo contato com agentes irritantes e corrosivos (MAURER J. K. et

al., 2002). O STE apresenta vantagens em comparação a outros métodos alternativos

reconhecidos pela OECD (OECD, 2018), sendo aplicável na previsão de irritação ocular

causada por uma gama de substâncias, incluindo álcoois, ácidos, aminas alcalinas e produtos

químicos insolúveis em água, como tolueno e hexanol (TAKAHASHI Y., 2008). Além disso,

destaca-se por ser uma metodologia mais simples, econômica e rápida, pois o tempo de

exposição à substância testada é de apenas 5 minutos, contrastando com os métodos

convencionais de citotoxicidade que exigem exposições de 24 a 92 horas (TAKAHASHI Y. et

al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015).

No contexto da Nanotoxicologia e das propriedades únicas dos NM, a importância do

STE é ainda mais ressaltada. Os NM, devido às suas características específicas em escala

nanométrica, podem apresentar comportamentos diferenciados em termos de toxicidade

quando comparados aos seus equivalentes em escala maior. Portanto, testes in vitro como o
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STE tornam-se ferramentas essenciais para avaliar a segurança dessas substâncias,

minimizando riscos associados à exposição a produtos perigosos, bem como a outros produtos

de consumo e seus constituintes. Isso permite que os produtos sejam disponibilizados aos

consumidores com informações mais claras sobre sua segurança e possíveis riscos (WILSON

S. L. et al., 2015).

Em resumo, apesar da existência de uma variedade de métodos experimentais

alternativos, o STE se destaca pela sua alta precisão e sensibilidade. Representa uma

metodologia alternativa promissora para a redução do uso de animais em experimentos.

Assim, o estabelecimento deste método no LABIO (Laboratório de Biologia) reforça a

prestação de um serviço de excelência, especialmente voltado para o mercado brasileiro.

Para efetivar o ensaio de proficiência e estabelecer o método STE, é essencial obter

resultados que estejam em conformidade com os critérios de aceitação estabelecidos. Isso

inclui a realização de três ensaios independentes (n=9) e a utilização de todas as 11

substâncias classificadas conforme o UN GHS específico para esta metodologia. No entanto,

desafios e intercorrências são inevitáveis, como atrasos na chegada das substâncias químicas

necessárias para o teste de proficiência, a falta de entrega de uma substância chave

(butirolactona), atrasos devido à pandemia de SARS-CoV-2 e problemas internos no

laboratório. Essas questões impediram a realização dos três ensaios independentes para o

ensaio de proficiência do método (Figuras 12, 13 e 14), postergando a implementação do

método OECD TG 491 para o doutorado em biotecnologia do INMETRO.

Além disso, ao utilizar o ensaio STE, que emprega a técnica de MTT, enfrentamos o

desafio de interferência colorimétrica. Substâncias que reduzem diretamente o MTT podem

causar subestimação da citotoxicidade, pois redutores do MTT geram o corante formazan sem

a necessidade de redutase intracelular (ALÉPÉE N. et al., 2015). Compostos coloridos

também podem interferir na absorção do corante formazan MTT, resultando em subestimação

da citotoxicidade (ALÉPÉE N. et al., 2015). Um exemplo é a doxorrubicina (DOXO), um

agente quimioterápico e ferramenta comum em pesquisas de biologia celular, cuja presença

interfere na medição da atividade metabólica (LUIS C. et al., 2019). Ainda não determinou se

os resultados dos testes STE com redutores de MTT e substâncias fortemente coloridas

refletem essa interferência na absorbância (ABO T. et al., 2023).
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Apesar de o MTT ser um dos métodos mais utilizados para determinar proliferação,

viabilidade, toxicidade e atividade metabólica, cresce o entendimento de suas limitações em

termos de complexidade e sensibilidade. Reconhecemos que as reações com a natureza

colorimétrica dos compostos em cada configuração experimental específica devem ser

consideradas (RISS T., 2014). Portanto, ao aplicar o método STE com a técnica de MTT,

especialmente na avaliação da citotoxicidade de NPs, pode haver interferência colorimétrica

significativa.

Na avaliação da citotoxicidade ocular das NPs de CeO2 e ZnO, observou-se, através do

controle colorimétrico do ensaio de MTT (sem células, apenas NPs), uma DO muito próxima

do controle do meio (com células) para ambos os tempos de exposição, 5 minutos e 48 horas

(Figuras 15 e 16). Este resultado contrasta com o observado no ensaio de impedância elétrica,

onde o controle colorimétrico apresentou índice celular próximo ao controle positivo,

indicativo de morte celular, revelando uma limitação da técnica MTT ao utilizar NPs (Figura

17). Uma busca ativa da literatura não identificou, até esse momento, estudos que tenham

avaliado a interferência direta de nanopartículas de CeO2 e ZnO no ensaio de MTT.

Além disso, em concentrações de NPs de ZnO acima de 50 µg/mL, o ensaio de

impedância elétrica mostrou uma redução significativa no índice celular, aproximando-se dos

controles positivo e colorimétrico. Contrariamente, no ensaio de MTT, em nenhuma condição

a DO indicou menos de 70% de viabilidade celular, sugerindo falsamente que a substância

não é tóxica nessas concentrações mais elevadas, similar ao observado para os nanotubos de

parede simples (KONG et al., 2011).

Os ensaios toxicológicos enfrentam desafios de lacunas e erros em protocolos que

podem levar a resultados não confiáveis e irreprodutíveis, uma preocupação crescente para as

agências reguladoras de saúde e institutos nacionais de metrologia. A falta de

reprodutibilidade na pesquisa científica impacta negativamente a saúde, eficiência da

produção, progresso científico e credibilidade perante a sociedade, além de causar desperdício

de recursos (NIH, 2015; FREEDMAN et al., 2015; COLLINS e TABAK, 2014).

Com o aumento do uso de NPs em produtos, seu potencial de toxicidade ocular precisa

ser rigorosamente estudado. No entanto, algumas NPs podem alterar as propriedades ópticas

em ensaios colorimétricos, gerando resultados enganosos (ABO T. et al., 2023). A impedância

elétrica, um ensaio não colorimétrico que não depende de medições ópticas, fornece
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informações cinéticas detalhadas de forma não invasiva e com alta resolução temporal

(ISO/TS 21633:2021).

Dada a controvérsia existente sobre a segurança dos nanomateriais, a utilização de

métodos normatizados e validados, como a ABNT-NBR-ISO 17025:2017, BPL e ISO/TS

21633:2021, é uma estratégia relevante. O uso de métodos alternativos ao uso de animais

oferece maior relevância humana e consideração ética. Especificamente para as NPs de CeO2

e ZnO, emergentes no mercado, uma avaliação cuidadosa pode prevenir riscos associados ao

seu manuseio e otimizar sua aplicação biomédica.

Portanto, a técnica de impedância elétrica poderá ser avaliada como um método

alternativo para estudar a viabilidade e toxicidade de NPs in vitro sem interferência, visando

validar sua adequação para a análise da toxicidade ocular utilizando células SIRC, conforme o

Doc-Cgcre008.

7 CONCLUSÃO

Com base nos resultados e discussões apresentados neste estudo, a conclusão pode ser

sintetizada da seguinte forma:

Este estudo demonstrou que a técnica de impedância elétrica é uma ferramenta valiosa

e eficaz para avaliar a toxicidade ocular de NPs de CeO2 e ZnO, demonstrando o efeito

positivo da CeO2 na proliferação celular e a toxicidade intensa com 50 ug/ml de ZnO. Os

resultados do ensaio de impedância elétrica, em comparação com os do ensaio colorimétrico

de MTT, revelaram uma limitação significativa deste último na presença de NPs,

especialmente em altas concentrações. Enquanto o MTT falhou em detectar a toxicidade em

concentrações mais elevadas, o ensaio de impedância elétrica forneceu uma avaliação mais

precisa e confiável da citotoxicidade, alinhando-se melhor com os controles positivos e

fornecendo um indicativo mais realista da morte celular.

Além disso, o estudo ressaltou a importância de utilizar métodos alternativos ao uso de

animais em pesquisa toxicológica, especialmente no contexto da crescente utilização de NPs

em diversos produtos. A implementação de técnicas como a impedância elétrica não apenas se

alinha com os princípios éticos dos 3R, mas também oferece dados com maior relevância

humana e menos variabilidade, comparado a métodos tradicionais baseados em testes animais.
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A pesquisa também enfatizou a necessidade de adotar protocolos normatizados e

validados no contexto da nanotoxicologia, para garantir a confiabilidade e reprodutibilidade

dos resultados. A adoção de padrões como a ABNT-NBR-ISO 17025:2017 e a ISO/TS

21633:2021 é crucial para o avanço do campo e para a segurança no desenvolvimento de

novos produtos contendo NPs.

Em conclusão, este estudo reforça a viabilidade e a importância da técnica de

impedância elétrica como um método alternativo eficiente e confiável para a avaliação da

toxicidade ocular de NPs. Com a continuidade da pesquisa e validação desta técnica,

espera-se uma contribuição significativa para o campo da toxicologia, melhorando a

segurança dos produtos de consumo e avançando na pesquisa científica de forma ética e

responsável.
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7. APÊNDICE 1 

Figura 1: Fotomicrografia das células SIRC obtida no Laboratório de Biologia de Células Eucariontes
(LABIO). (Objetiva de 20x).

8. ANEXO 1 

Quadro 1. Critérios para a aceitabilidade dos resultados obtidos no ensaio STE em conformidade com o Guia
TG 491 da OECD. Adaptado do Guia Diretriz para Teste de Produtos Químicos nº 491 (OECD).

CRITÉRIOS DE ACEITAÇÃO PARA O MÉTODO STE

A densidade óptica do controle do meio obtida deve ser igual ou superior a 0,3 (após
a subtração da densidade óptica do branco).

Em relação ao controle do meio, a viabilidade do controle do solvente deve ser igual ou
superior a 80 %. 

A viabilidade celular do controle positivo (SDS 0,01 %) deve manter-se dentro de dois
desvios-padrão (DP) da série histórica (carta-controle).

O DP da viabilidade celular final (três repetições independentes) deve demonstrar
resultados inferiores a 15 %, para as concentrações de 5 % e 0,05 % da substância
química em estudo. Para valores de DP maiores ou iguais a 15 %, três novas repetições
devem ser realizadas.

Os limites superior e inferior do controle positivo devem ser atualizados de três em
três meses. 
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