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Resumo 
 

 

Modelos de pele equivalente foram desenvolvidos como um método alternativo 

a utilização de animais e mimetizam as propriedades histológicas, morfológicas, 

fisiológica e bioquímicas das diferentes camadas da pele humana. Atualmente, alguns 

modelos  foram validados e são comercializados. Alguns grupos de pesquisa brasileiros 

vêm trabalhando na construção de novos modelos de pele equivalente utilizando células 

de doadores brasileiros. Porém, para que estes modelos sejam comercializados é 

essencial sua validação quanto a repetibilidade, reprodutibilidade, sensibilidade, 

especificidade e precisão. Embora os modelos de pele equivalente tenham sido 

desenvolvidos para avaliar o potencial de corrosão e irritação da pele de formulações 

químicas, até o momento não se sabe se esses modelos são apropriados para estudar 

a toxicidade de formulações contendo nanopartículas, rotineiramente utilizadas em 

cosméticos. Assim, este trabalho objetiva construir o modelo de epiderme humana 

reconstruída e avaliar seu desempenho como potencial candidato a modelo in vitro para 

o teste de irritação dérmica, assim como seu potencial para avaliação do perigo de NPs 

de TiO2, muito usadas nas formulações de protetor solar. Para a construção das peles, 

foram utilizadas culturas primárias de queratinócitos humanos mantidas na interface ar-

líquido para a formação completa da pele. A TG 439 da OECD foi utilizada como base 

para a avaliação do potencial de irritação de substâncias químicas e o ensaio de MTT foi 

utilizado para avaliar a toxicidade das NPs de TiO2. As análises histológicas permitiram 

observar todas as camadas da pele, porém, com grande variabilidade na estrutura em 

função dos lotes de células adquiridos, o que comprometeu a reprodutibilidade do 

modelo. No entanto, o modelo mostrou ser promissor para estudos in vitro de irritação 

cutânea e confirmou a ausência de toxicidade de NPs de dióxido de titânio, tendo sido 

consideradas não irritantes e não citotóxicas nas condições experimentais utilizadas. 
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Abstract 

 

Equivalent skin models were developed as an alternative method to the use of animals 

and mimic the histological, morphological, physiological and biochemical properties of the 

different layers of human skin. Currently, some models have been validated and are 

commercialized. Some Brazilian research groups have been working on the construction 

of new equivalent skin models using cells from Brazilian donors. However, for these 

models to be commercialized, their validation regarding repeatability, reproducibility, 

sensitivity, specificity and precision is essential. Although equivalent skin models have 

been developed to assess the corrosion and skin irritation potential of chemical 

formulations, so far it is not known whether these models are appropriate for studying the 

toxicity of formulations containing nanoparticles, routinely used in cosmetics. Thus, this 

work aims to build a reconstructed human epidermis model and evaluate its performance 

as a potential candidate for an in vitro model for the dermal irritation test, as well as its 

potential for assessing the danger of TiO2 NPs, which are widely used in sunscreen 

formulations. For the construction of the skins, primary cultures of human keratinocytes 

maintained at the air-liquid interface were used for the complete formation of the skin. 

The OECD TG 439 was used as a basis for assessing the irritation potential of chemicals 

and the MTT assay was used to assess the toxicity of TiO2 NPs. Histological analyzes 

allowed the observation of all layers of the skin, however, with great variability in structure 

depending on the batches of cells acquired, which compromised the reproducibility of the 

model. However, the model showed promise for in vitro studies of skin irritation and 

confirmed the lack of toxicity of titanium dioxide NPs, having been considered non-irritant 

and non-cytotoxic under the experimental conditions used. 
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1. Introdução 
 

1.1 Nanomateriais 

Atualmente, um dos ramos da ciência que mais vem se desenvolvendo e 

crescendo de forma exponencial é a nanotecnologia. Pesquisas nesse ramo tem gerado 

elevados investimentos de modo a impulsionar o mercado mundial e potencializar o 

consumo de produtos contendo nanomateriais. Desta forma, diversas áreas da indústria 

de engenharia, médica entre outras, vêm se beneficiando dos avanços da 

nanotecnologia e utilizam componentes nanométricos, também conhecido como 

nanopartículas (NPs) em seus produtos (Bayda, et al., 2019; Lisa, et al., 2021) 

De acordo com a Organização Internacional de Normalização (ISO), um 

nanomaterial é definido como um material natural, incidental ou sintetizado, contendo 

partículas em um estado desagregado, agregado ou aglomerado, onde 50% ou mais da 

população apresentem uma ou mais dimensões externas, numa faixa de tamanho entre 

1 a 100 nm (International Organization for Standardization, 2017). 

Na literatura encontra-se relatos de que a primeira aplicação conhecida da 

nanotecnologia foi em vitrais usados nas igrejas na Europa medieval (Edwards & 

Thomas, 2007). Os artesãos de vidro reduziam inconscientemente os complexos de ouro 

para formar pequenas nanopartículas de ouro após misturar cloreto de ouro com o vidro 

derretido para deixar o vidro com a cor de vermelho rubi (Dowling, et al., 2004; Okamoto 

& Yamaguchi, 2003; Wilson, et al., 2008)  

Em 1857, foi relatado pela primeira vez por Michael Faraday que o ouro coloidal 

exibia propriedades significativamente diferentes do ouro a granel (Faraday, 1857; 

Amina, et al., 2020). Embora não tenha sido elucidado o mecanismo, ele demostrou as 

diferenças no tamanho das partículas, sendo essa observação o primeiro passo para 

compreender as diferenças no comportamento da matéria em nanoescala. No entanto, 

o termo “nanotecnologia” foi criado só em 1974, sendo um campo que se desenvolveu 

rapidamente com a invenção de vários instrumentos, entre eles o microscópio eletrônico 

de transmissão, microscópio de varredura por tunelamento e o microscópio de força 
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atômica, todos capazes de investigar e manipular nanoestruturas (Bayda, et al., 2019; 

Lisa, et al., 2021). 

Desde então, esse ramo vem ganhando muitos investimentos e vem crescendo 

a cada dia mais. Na medicina por exemplo, nanopartículas de ouro, prata e outros metais 

são utilizadas em terapias fotodinâmicas para aplicações como o câncer ( Yaqoob, et al., 

2020; Liang, et al., 2021). A terapia fotodinâmica tem sido muito investigada nos últimos 

anos como um tratamento “não convencional” para o câncer. Essa aplicação permite 

muitas das vezes que os médicos atinjam seletivamente os tumores e evitam o uso da 

quimioterapia e radioterapia tradicionais, reduzindo drasticamente seus efeitos colaterais 

geralmente citotóxicos aos tecidos normais (Yaqoob, et al., 2020; Liang, et al., 2021)). 

Em relação ao tratamento para o câncer de pele, especialmente o melanoma, muitas 

nanopartículas foram estudadas incluindo nanopartículas inorgânicas, nanopartículas a 

base de carbono, nanopartículas proteicas, dendrímeros e lipossomos (Dianzani et al., 

2014; Leli,., 2023). Foi demostrado que a adsorção de ligante e/ou polímeros a superfície 

dos lipossomas aumenta significativamente a especificidade da administração do 

medicamento (Torchilin, et al., 2005; Yifeng, et al., 2022).   

Devido as suas nano dimensões, as NPs vem sendo aplicadas em diversas áreas 

por apresentarem características elétricas, mecânicas e térmicas. Consequentemente, a 

exposição humana a NP aumentou como resultado de seu uso em indústrias como: 

alimentos, farmacêutica, cosmética, biomédica (dispositivos médicos: implantes, 

próteses, sistemas de administração controlada de medicamentos), aeronáutica, têxtil e 

também como engenharia Ambiental (Hanawa, et al., 2019; Kongsong et al., 2014; 

Miyani & Hughes, 2017; Semenzin et al., 2015; Sethi et al., 2014; Shetti et al., 2019). 

Levando-se em consideração a elevada exposição humana aos diferentes tipos de NPs 

e tendo em vista seus diversos benefícios, entre eles, pode-se citar o grande potencial 

para melhorar a qualidade de vida e contribuir para a competitividade industrial, o 

desenvolvimento de pesquisas para avaliar a segurança dessas substâncias, caso a 

caso, são de extrema importância. Na literatura, foi relatado que as propriedades físico-

químicas dos nanomateriais (escala manométrica) são totalmente diferentes quando 

comparadas com a escala micrométrica e macrométrica. O contato das NPs com o corpo 



19 
 
 

humano pode acontecer por diferentes vias, entre elas pode-se destacar os tratos 

respiratório, gastrointestinal e pele (Hong et al., 2017; Zannatul e Abderrahim, 2020). 

Portanto, esclarecer o impacto da exposição a esses nanomateriais na saúde humana, 

a longo prazo é essencial. 

 

1.2 Nanopartículas de dióxido de titânio e suas aplicações em protetores solares 

e efeitos biológicos 

Nanopartículas de dióxido de titânio (NPs de TiO2) estão sendo utilizadas em 

várias aplicações, como: cosméticos, suplementos nutricionais, corantes alimentares, 

nanomedicina, entre outros. Devido as suas diversas aplicações e as suas propriedades 

físico-químicas, a produção de NPs de TiO2 tem aumentado continuamente, e tem sido 

um dos nanomateriais mais fabricados no mundo (Suresh, et al., 2022). As principais 

rotas de exposição das NPs de TiO2 com relevância toxicológica são exposição oral, 

exposição dérmica, inalação, e através de dispositivos médicos (Zannatul e Abderrahim, 

2020; Wu e Ren 2020).  

A diminuição do tamanho de uma partícula para a escala nanométrica, leva 

consequentemente ao aumento da área de superfície de contato, e devido a isso, suas 

propriedades são diferentes de quando as partículas estão em micro e/ou macroescala. 

Dentre as propriedades que são alteradas pode-se incluir, alterações na solubilidade, 

condutividade, comportamento térmico, resistência do material, atividade catalítica e 

propriedades ópticas(Ziental et al., 2020; Asha, et al., 2020). 

Devido à sua capacidade fotoprotetora, NPs de TiO2 são regularmente utilizadas 

em bloqueadores solares inorgânicos físicos (Sharma et al., 2019). A vantagem de usar 

TiO2 na escala nanométrica é devido a sua transparência para a luz visível e uma melhor 

eficiência do bloqueio de UV quando se compara com componentes de protetor solar de 

tamanho micrométricos que são conhecidos como opacos. As NPs de TiO2 refletem e 

espalham UVB (290-320 nm) e UVA (320-400 nm) dando uma proteção de radiação solar 

https://sciprofiles.com/profile/author/NU5kVzFXU3g1eHQ5MDJ0SForMzdyNUFHV2dDTTJ4MS9MRVNYUmNMalcybz0=
https://sciprofiles.com/profile/281239
https://sciprofiles.com/profile/author/NU5kVzFXU3g1eHQ5MDJ0SForMzdyNUFHV2dDTTJ4MS9MRVNYUmNMalcybz0=
https://sciprofiles.com/profile/281239
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adequada, evitando queimaduras solares e fotoenvelhecimento (Yoo, et al., 2020; 

Vertuani, et. al., 2022). 

O TiO2 pode ser encontrado em três diferentes estruturas cristalinas, a anatase, 

o rutilo e a bruquita, como mostra a figura 1. Entretanto, a estrutura cristalina rutilo é 

conhecida por ter um alto índice de refração em comparação com a anatase, e por isso 

é a mais utilizada em cosméticos. De acordo com a legislação europeia, o TiO2 é um 

filtro UV inorgânico que pode ser utilizado em produtos protetores solares, onde o teor 

máximo é regulado pela legislação (concentração admissível de 25% (p/p)) (Taurozzi et 

al., 2013). Como mencionado, devido à maior relação da área de superfície/volume, NPs 

tornam-se mais bioreativas em comparação com os materiais a granel normais 

(partículas em microescala), dando origem a preocupações sobre a sua potencial 

toxicidade para os seres humanos, uma vez que essa redução no tamanho das NPs 

aumenta suas chances de internalização nas células da pele, com possíveis 

consequências biológicas para os consumidores (Panzarini, et al., 2018). 

Em uma pesquisa realizada em Madison, Wisconsin, nos Estados Unidos para 

estimar a exposição da população ao TiO2, através do uso diário de produtos de cuidados 

pessoais demonstrou-se que os filtros solares e o creme dental são os principais 

produtos que contêm TiO2. Este trabalho concluiu que a exposição diária de TiO2 pela 

via dérmica variou de 2,8 a 14 mg por pessoa por dia (F. Wu & Hicks, 2020).  

 

Figura 1. Estruturas cristalinas do TiO2: Anatase, rutilo e bruquita. 

Imagem adaptada de Vitoreti et al., 2017 
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Sabe-se que a resposta dos sistemas biológicos às NPs depende de suas 

características físico-químicas no ambiente biológico. Na literatura, foi demonstrado que 

após a exposição das NPs aos meios biológicos, uma grande quantidade e variedade de 

proteínas são absorvidas na superfície das NPs, fenômeno esse, conhecido como 

proteína corona (Ehrenberg et al., 2009; Xu et al., 2012, Sanches et al., 2019). Sabe-se 

que a proteína corona medeia respostas celulares, como captação celular, acúmulo, 

localização intracelular e biodistribuição (Foroozandeh & Aziz, 2015; Ribeiro et al., 2017; 

Sanches et al., 2019). Levando-se em consideração os níveis de interação das proteínas 

com as superfícies das NPs, as proteínas coronas podem ser categorizadas de duas 

formas: “Soft corona” ou “Hard corona”. O termo “Soft corona” é utilizado quando exista 

uma fraca interação das proteínas com a superfície das NPs, e as mesmas permanecem 

adsorvidas por um pequeno intervalo de tempo, segundos a minutos, em contrapartida, 

o termo “Hard corona” é utilizado quando existe uma forte interação e alta afinidade das 

proteínas com a superfície das NPs, permanecendo adsorvidas por longos períodos 

(horas) (Rafaela e María, 2021; Didar, et al., 2022). 

Na literatura, foi demostrado que as proteínas não eram as únicas a se 

adsorverem na superfície das NPs. Foi demonstrado que após a exposição das NPs aos 

meios biológicos além das proteínas, os íons também se adsorviam a superfície das NPs 

de TiO2 (anatase) e formavam um bio-complexo, que desempenham um importante 

papel no destino das NPs. Neste estudo, também foi demonstrado que esses bio-

complexos funcionam como um cavalo de tróia, escondendo as NPs (biocamuflagem), 

facilitando desta forma, a internalização das NPs nas células (Ribeiro et al., 2016). Nosso 

grupo também demonstrou que a interação de NPs de TiO2 com meios biológicos, DMEM 

High e KGM, utilizados para cultivar fibroblastos e queratinócitos dérmicos, 

respectivamente, gerou a formação de um bio-complexo (proteínas e íons). A formação 

desse bio-complexo foi aparentemente relevante para a internalização das NPs, assim 

como influenciou no endereçamento celular (Sanches et al., 2019). 
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Essa biocamuflagem é considerada a identidade biológica das NPs e é o que as 

células percebem e com o que as células interagem. Outro fato que deve ser levado em 

consideração é que as superfícies das NPs podem acabar induzindo alterações 

conformacionais nas proteínas adsorvidas, o que pode afetar diretamente a 

bioreatividade geral dos NPs (Monopoli et al., 2011; Ribeiro et al., 2016; Mahmoudi, et 

al., 2018). Jayaram et al, demonstraram pela primeira vez que após a formação da 

proteína corona na superfície das NPs de TiO2, essas proteínas oxidaram, e essa 

oxidação gerou um estresse oxidativa nas células (Jayaram et al., 2017). Na literatura, 

sabe-se que a incubação de NPs de TiO2 em ambiente biológico demonstra diferenças 

quantitativas significativas na formação de corona que podem se correlacionar com 

diferentes interações com os receptores da superfície celular e consequente 

internalização e tráfico intracelular (Monopoli et al., 2011; Ribeiro et al., 2016; Mahmoudi, 

et al., 2018).  

Após a penetração na pele, as NPs podem seguir diferentes vias, incluindo os 

transportes transcelular e paracelular, bem como o transporte pelos folículos capilares, 

como mostra a Figura 2. O fato de que após a penetração na pele as NPs possam 

alcançar a corrente sanguínea e depois ser transferidos para vários tecidos e órgãos, 

sugere que a exposição prolongada de NPs possa representar um risco à saúde dos 

consumidores (Saquib et al., 2012; Shakeel et al., 2016; Karimi, et al., 2018). 

 Foi descrito que após a internalização de NPs deTiO2, as mesmas induzem a 

liberação de espécies reativas de oxigênio (EROs), levando à perda de funções celulares 

vitais e possivelmente levando à morte celular (Shi et al., 2013; Tucci et al., 2013; Yurong 

Wang et al., 2015). Alguns resultados sugerem toxicidade dérmica associada à geração 

de EROs, estresse oxidativo e depleção de colágeno que podem induzir o 

envelhecimento da pele (Wu, et al. 2017). O envolvimento de EROs no dano oxidativo 

do DNA na epiderme humana, nas células HaCaT (Shukla et al., 2014) e nos fibroblastos 

dérmicos humanos (Saquib et al., 2012),  foi relatado. Shukla et al. confirmaram o 

envolvimento de EROs em dano oxidativo do DNA em células epidérmicas humanas e 

HaCaT (Shukla et al., 2014). Na literatura foi descrito que as NPs de TiO2 induzem 

toxicidade, estresse, inflamação e modificações genéticas (Shi et al., 2013; Yurong Wang 
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et al., 2015; Zhao, et al., 2013; Abbasi-Oshaghi, et al., 2019), que são intensificadas com 

a exposição a UVA e UVB. A relação entre NPs de TiO2 e o dano do DNA em fibroblastos 

dérmicos humanos também foi demonstrado. Resultados preliminares com células 

primárias da pele humana (fibroblastos e queratinócitos) expostas a NPs de rutilo 

mostram que a viabilidade das células foi alterada, e, para a maior concentração de NPs 

estudada (100µg/mL), a análise do ciclo celular demonstrou mudanças na fase G2, 

sendo essa a fase que está relacionada com a proliferação celular. Além disso, as NPs, 

em todas as concentrações estudadas, foram internalizadas por ambas as células da 

pele e foram acumuladas preferencialmente nas vesículas com membrana (Sanches, et 

al., 2019) 

Nos últimos anos, foram feitos esforços no campo de cosméticos para revestir 

as NPs de TiO2, a fim de diminuir a produção de EROs (Dréno, et al., 2019). Um grande 

exemplo desse esforço foi demonstrado por Mano et al. Eles demonstraram que após o 

revestimento da superfície das NPs de TiO2 por polietilenoglicol, houve uma redução 

significativa da citotoxicidade, assim como alterações na expressão gênica nas células 

epiteliais de pulmão humano (NCI-H292) e nas células de leucemia humana (THP-1) 

(Uboldi, et al., 2016). 

 

1.3 Fisiologia da Pele e interação com nanopartículas 

A pele é o maior órgão do corpo humano e possui uma estrutura própria e com 

uma composição complexa, sendo caracterizada por diferentes tecidos e tipos de 

células, que são distribuídas por diferentes camadas interdependentes. Estas camadas 

da pele são divididas por epiderme, derme e hipoderme (ou tecido subcutâneo) como foi 

possível observar na figura 2. Além disso, possui aspecto, estrutura e funções variáveis 

nas diferentes regiões do corpo. Um indivíduo adulto pode ter a área total da pele 

variando entre 1,5 a 2m2, representando aproximadamente 15% do peso corporal.  
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Figura 2. Diferentes vias de penetração de NPs através da pele: Transporte paracelular (entre as células), 

transporte transcelular (por dentro das células) e transporte através dos folículos capilares. Imagem 

adaptada de: https://smart.servier.com 

 

A epiderme é a camada mais superficial da pele e é considerada a mais 

importante. Ela é constituída por um epitélio pavimentoso estratificado e queratinizado, 

e sua espessura pode variar de acordo com a região do corpo.  Foi descrito que o sexo 

masculino possui a epiderme mais espessa do que o feminino e em indivíduos do mesmo 

sexo essa diferença é menor (Tiwari, et al., 2021). 

 A epiderme é caracterizada por cinco estratos, o estrato germinativo também 

conhecido como camada basal, estrato espinhoso, estrato granuloso, estrato lúcido e o 

estrato córneo, como é possível observar na figura 3, e são os queratinócitos as 

principais células que constituem essa camada, correspondendo a 80% das células 

epiteliais. Os queratinócitos são derivados da camada basal e se multiplicam de maneira 

https://smart.servier.com/
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contínua, e vão se diferenciando e ficando achatadas à medida que se aproximam da 

superfície, assim como passam a secretar e a acumular quantidades crescentes de 

queratina, que é uma proteína fibrosa protegendo a epiderme. Os outros 20% das células 

que constituem a epiderme estão divididos entre melanócitos, que são as células 

responsáveis por produzir a melanina, promovendo a cor da pele e as células de 

Langerhans, que fazem parte do sistema imunológico (Nohynek et al., 2008, Tiwari, et 

al., 2021). 

 

Figura 3. Camadas da epiderme. 

Imagem adaptada de: https://smart.servier.com 

Devido à polimerização macromolecular de proteínas derivadas dos 

queratinócitos, o estrato córneo, a camada mais superficial da pele, é altamente 

insolúvel, sendo a involucrina e a loricrina as proteínas mais abundantes, uma vez que 

facilitam a diferenciação terminal da epiderme e, portanto, a formação da barreira 

cutânea (Costa et al., 2015; Chermnykh, et al., 2020; Justine e Simon, 2022). 

https://smart.servier.com/
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O estrato córneo possui uma estrutura lamelar que é resultante de uma 

reorganização e de acúmulo de organelas que são ricas em lipídeos e corpos lamelares 

que são excretados para os espaços intercelulares na interface entre o estrato córneo e 

o granuloso.  Foi demonstrado que essa organização lipídica é responsável pela função 

de barreira e que a perda dessa estrutura laminar, seja pela aplicação de algum tipo de 

solvente ou até mesmo devido algumas doenças, está associada à quebra das 

propriedades de barreira (Chermnykh, et al., 2020). Existem algumas formulações 

cosméticas que fornecem moléculas de água e lipídeos com a finalidade de melhorar a 

função de barreira do estrato córneo (Valdman-Grinshpoun et al., 2012). A espessura 

desse estrato depende principalmente da localização do corpo, as palmas das mãos e 

dos pés, por exemplo, são as camadas mais espessas. Também foi relatado que a 

exposição ao sol pode gerar um estrato córneo mais espesso devido à exposição à 

radiação UV, assim como a irritação mecânica, pois geram uma hiperproliferação de 

queratinócitos e o aumento da função de barreira (Salmiah, et al., 2020). 

A derme é a segunda camada da pele e, portanto, está localizada sob a 

epiderme. Esta camada também possui uma espessura variável dependendo da região 

do corpo, podendo variar entre 0,3 e 3 milímetros. Essa camada é constituída por um 

tecido conjuntivo, ou seja, é um tecido de sustentação da epiderme (Yuzhen Wang, et 

al., 2015). Os fibroblastos são as principais células que constituem a derme e, são os 

responsáveis pela produção e modulação da matriz extracelular, no entanto, a derme 

possui outros tipos de celulares, entre elas, encontram-se os macrófagos, mastócitos, 

leucócitos, melanófagos, linfócito T e células dendríticas (Téllez-Soto, et al., 2021) . A 

integridade estrutural e a função da derme são dependentes da sua matriz extracelular, 

principalmente da organização e estrutura das fibras de colágeno. O colágeno é o 

principal componente da derme, variando de 70 a 80%, e, portanto, é o responsável por 

conferir resistência. Entre os outros componentes da matriz extracelular destaca-se as 

fibras elásticas que são compostas por elastina e proteínas microfibrilares (representam 

cerca de 5% da derme), responsável pela elasticidade da derme e os proteoglicanos, 

que representa a substância amorfa em torno das fibras de colágenas e elásticas, assim 

como, também são constituídas de fibras proteicas, vasos sanguíneos e linfáticos, 
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órgãos sensoriais, terminações nervosas, glândulas sudoríparas, glândulas sebáceas e 

folículos pilosos (Bondioli, et al., 2014; Téllez-Soto, et al., 2021). Alterações no 

microambiente da matriz extracelular dérmica, como por exemplo, a diminuição da 

quantidade de colágeno tipo I, ocasiona a perda da firmeza e elasticidade da pele e 

consequentemente, o aparecimento de rugas. Sabe-se que à medida que um indivíduo 

vai envelhecendo, a pele apresenta um declínio na produção de colágeno (Bondioli, et 

al., 2014; Yuzhen Wang, et al., 2015). 

A hipoderme ou tecido subcutâneo é a camada mais profunda da pele e, 

portanto, fica localizada abaixo da derme. Este tecido é bastante complexo e é 

constituído pelos adipócitos, que são as células responsáveis pelo armazenamento de 

gordura. A hipoderme apresenta diversas funções, atuando como reserva energética, 

isolante térmico, proteção contra choques mecânicos, modeladora da superfície corporal 

e fixadora dos órgãos (Shima e Agnes 2021; Justine e Simon 2022).  

A pele é um órgão muito mais complexo do que aparenta ser, e tem como 

principal função a proteção do organismo contra ameaças externas físicas, impedindo a 

entrada de patógenos infecciosos, injúria mecânica e o atrito. Entretanto, ela também 

apresenta muitas outras funções, como na regulação do calor através das glândulas 

sudoríparas, fornecendo uma termorregulação do organismo, na prevenção de perda de 

água, também fornece defesas imunológicas, e uma extensa rede de nervos que tem 

função na percepção do frio, calor, dor, toque e pressão (Tiwari, et al., 2021; Justine 

e Simon 2022).  

Como mencionado, a pele é o maior órgão do corpo humano, e, portanto, ela 

também é a maior superfície de contato que temos entre o ambiente interno e externo, e 

por este motivo ela exerce um importante papel na entrada de diferentes NPs (Justine 

e Simon 2022).  

Em relação aos cosméticos, se sabe que muitos produtos contêm vários tipos de 

materiais nanométricos, como: ouro, óxido de zinco, dióxido de titânio, nanotubos, 

fulerenos, entre outros (Awais, et al., 2019; Kannadhasan, et al. 2023). Algumas das 

nanoestruturas referidas foram introduzidas em filtros solares, com o objetivo final de 
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proteger a pele da radiação solar, reduzindo as chances de melanoma e também do 

envelhecimento precoce da pele (Liang, et al., 2021; Leli, et al., 2023). As NPs estão 

entre os melhores agentes fotoprotetores, pois são capazes de bloquear a incidência de 

radiação ultravioleta (Leli, et al., 2023). 

Muitos estudos in vivo e in vitro investigam a penetração de NPs de TiO2 na pele, 

no entanto, seus resultados são muito contraditórios. Muitos pesquisadores defendem a 

teoria de que NPs de TiO2 presentes nas formulações de filtros solares não são capazes 

de penetrar no estrato córneo. Entretanto, resultados opostos demonstraram a 

penetração de NPs de TiO2 tanto na pele intacta quanto em pele lesionada, como em 

casos de cicatrizes, queimaduras solares e pele depilada. Eles também destacaram que 

quando a pele está lesionada, é mais suscetível a penetração de NPs de TiO2 (Lin, et al., 

2011; Monteiro-Riviere, et al., 2011; Naess, et al., 2016). De fato, Monteiro-Riviere et al. 

demonstrou o aumento da penetração de NPs de TiO2 em porcos com pele danificada 

(Monteiro-Riviere, et al., 2011; Farjami, et al., 2021). 

Um dos primeiros e prolongados estudos realizado até o momento, utilizando a 

aplicação de filtro solar contendo NPs de TiO2, foi utilizando o mesmo duas vezes ao dia, 

durante 9 a 31 dias. Os resultados revelaram níveis mais altos de NPs de TiO2 tanto na 

epiderme quanto na derme dos pacientes tratados (Tan, et al., 1996). Em outro estudo 

com voluntários, as NPs de TiO2 foram encontradas em células viáveis da epiderme após 

a aplicação do filtro solar seis vezes ao dia, por um período de sete dias consecutivos 

(Naess, et al., 2016). Até onde se sabe, toda a controvérsia gerada em torno da 

penetração das NPs está relacionada à alta variabilidade nas condições analisadas, pois 

se sabe que a penetração dérmica das NPs de TiO2 depende do modelo utilizado 

(animal, humano, sexo), tamanho, composição, estado de aglomeração das NPs, local 

de aplicação, dose, número de aplicações, duração do estudo, exposição a UV, entre 

outros. Por outro lado, a maioria dos artigos não utilizam protocolos padronizados e o 

mais problemático é a utilização de técnicas de caracterização com um limite de 

detecção incapaz de detectar NPs (Swapnil, et al., 2022). 
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Curiosamente, Pelclova et al. utilizou uma técnica de alta sensibilidade para 

detectar NPs de TiO2 em amostras de plasma e urina após 6 a 48 h do uso do filtro solar. 

Pela primeira vez, foi claramente demonstrado quantidades detectáveis das NPs de TiO2, 

confirmando que as NPs podem passar pelas camadas protetoras da pele (Pelclova, et 

al., 2019).  

 

1.4 Métodos alternativos de pele 

A utilização de animais no meio científico causa muita controvérsia devido às 

questões éticas que a envolvem. Sabe-se que a utilização de animais como modelos de 

estudos gerou grandes avanços científicos na área da saúde, e que sem eles esses 

avanços não seriam possíveis. Mesmo sabendo que o uso desses animais salvou e 

ainda salva muitas vidas, não podemos esquecer que os estudos nesses animais podem 

gerar dor e estresse ao mesmo. Além da utilização de animais para estudos na 

prevenção, cura e tratamento de doenças, os animais de laboratório também são 

utilizados para garantir a segurança de muitos produtos de composição química como 

medicamentos e cosméticos, entre outros. 

Em 1959, os pesquisadores William Russel e Rex Burch, preocupados com a 

ética na experimentação animal, publicaram um livro denominado “The principles of 

Humane Experimental Technique”, que descreve o princípio dos 3Rs e relaciona o uso 

de animais na ciência. Essa terminologia (3Rs) está relacionada aos princípios de 

redução (reduction), substituição (replacement) e refinamento (refinement) da utilização 

de animais. Desta forma, os 3Rs utiliza como estratégia a otimização da quantidade de 

animais utilizados nos experimentos científicos, substituição do uso de animais em 

experimentos quando isso for possível e o incentivo ao refinamento das técnicas de 

modo a reduzir o sofrimento, a dor ou o desconforto dos animais (Thales, 2015; Hubrecht 

and Cárter, 2019). De forma a implementar esta estratégia, foi então desenvolvido os 

“Métodos Alternativos”. Portanto, os métodos alternativos são definidos por aqueles que 

têm a capacidade de reduzir, refinar ou até mesmo substituir a utilização de animais em 

testes científicos. (Doke & Dhawale, 2015; Hubrecht and Cárter, 2019). 
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Dentre os métodos alternativos, destacam-se os métodos in silico, que utiliza 

modelos matemáticos ou computacionais de softwares para predizer o efeito de novas 

substâncias com base em banco de dados, os métodos conhecidos como sistemas 

microfisiológicos, também conhecida pelas nomenclaturas human-on-a-chip, organ-on-

a-chip e multi-organ-chip, que utiliza o cultivo de células organizadas em histoarquitetura 

tridimensional, chamados de organoides, em dispositivos microfluídicos e os métodos 

alternativos in vitro, que utilizam o cultivo de células, tecidos ou órgãos em laboratório, 

visando obter sempre as mesmas informações obtidas com o modelo animal (Doke & 

Dhawale, 2015; Raunio, et al., 2011; Uwe, et al., 2019).  

Em 2009, devido à grande pressão política e ética em relação a implementação 

de ações que substituíssem a utilização de animais para experimentos científicos, a 

União Europeia deu origem a regulamentação que prevê a avaliação da segurança dos 

ingredientes cosméticos por testes que não utilizem animais. E foi a partir de 2013, que 

a União Europeia baniu oficialmente a utilização de animais para as pesquisas de 

desenvolvimento de cosméticos, tanto para testar os ingredientes como para os produtos 

acabados (Commission implementing decision of 25 November 2013 on Guidelines on 

Annex I to Regulation (EC) No 1223/2009 of the European Parliament and of the Council 

on Cosmetic Products (Text with EEA Relevance) (2013/674/EU), 2013). Antes de um 

novo produto cosmético ser comercializado, ele deve passar por uma série de testes, 

testes de toxicidade, segurança, eficácia entre outros. Todas essas ações representaram 

e ainda representam um grande incentivo ao desenvolvimento assim como a adoção de 

métodos alternativos ao uso de animais em todo o mundo incluindo o Brasil. 

Desde então, o Brasil sempre mostrou um grande compromisso e empenho para 

promover, implementar, desenvolver e validar métodos alternativos. Foi com esse 

objetivo que em julho de 2012, através do Ministério da Ciência, Tecnologia e Inovação 

(MCTI), foi criada a RENAMA que tem por objetivo: promover a implementação, o 

desenvolvimento e a validação de métodos alternativos ao uso de animais; promover a 

adoção de métodos alternativos ao uso de animais na atividades de ensino e pesquisa; 

estimular a implantação de métodos alternativos ao uso de animais por meio do de 

treinamento técnico e implementação de metodologias validadas; monitorar 

https://visaemdebate.incqs.fiocruz.br/index.php/visaemdebate/article/view/1053
https://visaemdebate.incqs.fiocruz.br/index.php/visaemdebate/article/view/1053
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periodicamente o desempenho dos laboratórios associados por meio de comparações 

interlaboratoriais; promover a qualidade dos ensaios usando-se do desenvolvimento de 

materiais de referência químicos e biológicos certificados, quando aplicável; incentivar a 

implementação do sistema de qualidade laboratorial e dos princípios das boas práticas 

de laboratório (BPL); disseminar o conhecimento na temática de métodos alternativos ao 

uso de animais; ofertar, no âmbito dos laboratórios integrantes da Rede, serviços para 

ensaios toxicológicos utilizando metodologias alternativas ao uso de animais (Nagarajan, 

et al., 2021). 

A validação dos métodos alternativos para a substituição de testes em animais 

envolve sempre três laboratórios, o que desenvolveu o método e dois outros laboratórios 

independentes selecionados pelo corpo de validação. O processo de validação foi 

concebido para garantir a qualidade e a segurança dos métodos na avaliação da 

capacidade preditiva do modelo em relação à sensibilidade, especificidade e precisão.  

Alguns métodos alternativos in vitro foram validados pelas diretrizes da 

Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD) e estão 

disponíveis comercialmente, como a EpiSkin™, EpiDerm™ e SkinEthic™ RHE, que 

serão mais discutidos adiante. 

 

1.5 Modelos tridimensionais de pele reconstruída 

A partir da Regulamentação Europeia, em 2009, é proibido a utilização de 

animais em testes de produtos cosméticos. Desta forma, as empresas dessa área têm o 

desafio de desenvolver seus produtos sem utilizar os tradicionais estudos toxicológicos 

em animais. Com esta finalidade, foram então desenvolvidos os modelos de pele 

equivalente, que mimetizam propriedades histológicas, morfológicas, bioquímicas e 

fisiológicas das diferentes camadas da pele humana. De fato, modelos de engenharia 

3D que imitam tecidos humanos em sistemas de microfisiologia estão em 

desenvolvimento para superar as limitações dos modelos 2D in vitro e a previsibilidade 

limitada de testes em animais. 
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Atualmente, os modelos de pele equivalente são classificados de duas formas, 

os sem arcabouços (Scaffold-free) e os com arcabouços (Scaffold-based). Os esferoides 

são os modelos que não utilizam arcabouço, uma vez que utilizam agregados de células 

não aderentes desenvolvido pela automontagem de um ou mais tipos de células. A 

vantagem de se utilizar este modelo está nos baixos custos e na boa reprodutibilidade 

(Randall, et al., 2018). Em 2016, Stroebel et al., demonstrou a formação de esferoides 

de pele com diferentes camadas de queratinócitos e com um núcleo formado por 

fibroblastos dérmicos produzindo sua própria matriz extracelular (Ströbel, et al., 2016). 

Entretanto, esse modelo tem a desvantagem de ficar totalmente imerso no meio de 

cultivo, não corresponde totalmente a fisiologia da pele que tem uma interface ar-líquido. 

Contudo, os esferoides são muito utilizados es estudos toxicológicos e no 

desenvolvimento de medicamentos anticâncer (Messner, et al., 2013; Sant & Johnston, 

2017; Zanoni, et al., 2020). 

Os modelos que utilizam arcabouço, como o próprio nome diz, as células são 

cultivadas na presença de um suporte, podendo este ser a base de hidrogel ou a base 

de fibras poliméricas. São geralmente formados por polímeros naturais, sintéticos ou até 

mesmo pela combinação desses diferentes polímeros (Randall, et al., 2018). Em questão 

estrutural, esse modelo possui uma construção 3D funcionalmente semelhante ao tecido 

biológico (Caddeo, et al., 2017; Debels, et al., 2015). Entre os polímeros naturais mais 

utilizados, destacam-se o colágeno, a elastina, a fibronectina, fibrina, quitosana, entre 

outros (Lohmann, et al., 2017; Mason, et al., 2013; Ashna, et al., 2022). Para o 

desenvolvimento da pele equivalente os modelos que utilizam um suporte polimérico 

natural são muito utilizados, levando-se em consideração que não apresentam toxicidade 

e raramente apresentam algum tipo de resposta inflamatória. Entretanto, muitos 

polímeros naturais, como por exemplo o colágeno, por apresentarem alto teor de água, 

possuem fracas propriedades mecânicas, sendo necessário muitas das vezes, 

implementar novas técnicas para melhorar a resistência mecânica, como por exemplo a 

reticulação. Mesmo com essa limitação, vale ressaltar que o colágeno tipo I ainda é 

predominantemente utilizado (Sahana & Rekha, 2018).  
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Os polímeros sintéticos foram desenvolvidos com o intuito de superar as 

limitações encontradas com os polímeros naturais, tanto em relação as fracas 

propriedades mecânicas quanto a alta variabilidade dos lotes (Antoine, et al., 2014; 

Randall, et al., 2018). Os polímeros sintéticos mais utilizados são o ácido polilático, poli 

(ε-caprolactona), polietilenoglicol, entre outros. Entretanto, por possuírem propriedades 

de adesão celular fracas, geralmente elas são utilizadas juntamente com os polímeros 

naturais (Liu e Wang, 2020).  

Comparados à pele humana, os modelos de pele equivalente têm a 

desvantagem de ter uma função de barreira prejudicada, são mais permeáveis e têm um 

curto período de viabilidade. Atualmente, foram validados pela OECD diferentes modelos 

de pele equivalente e com diferentes níveis de complexidade biológica. Existem os 

modelos mais simples que consistem apenas na epiderme, conhecida como epiderme 

humana reconstruída (Reconstructed Human Epidermis - RHE), com um tipo de célula 

(queratinócitos) e existem os modelos mais completos, com epiderme e derme 

(queratinócitos e fibroblastos), conhecidos como modelo de espessura total da pele (Full-

Thickness Skin Model - FT). A complexidade pode até aumentar quando outros tipos de 

células são adicionados ao modelo, como melanócitos, células de Langerhans, células-

tronco, entre outros (Mathes, et al., 2014; Moniz, et al., 2020). A Figura 4 mostra um 

esquema dos principais modelos de pele equivalente. 
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Figura 4. Esquema dos principais modelos de pele equivalente utilizados. 

Imagem adaptada de: https://smart.servier.com 

 

As vantagens e desvantagens entre esses diferentes modelos dependem da 

finalidade de cada estudo, por exemplo, os modelos constituídos apenas por epiderme 

são utilizados nos testes de irritação, corrosão, fototoxicidade, genotoxicidade dérmica, 

administração de medicamentos transdérmicas, testes de sensibilização e 

metabolização da pele, enquanto aqueles com epiderme e derme são geralmente usados 

para avaliar a eficácia de medicamento ou terapia (Mathes, et al., 2014; Moniz, et al. 

2020). Entre os diversos modelos de pele equivalente disponíveis no mercado, encontra-

se a SkinEthicTM (EpiSkin Research Institute), EpiSkinTM (EpiSkin Research Institute, 

Lyon, França), EpiDermTM (MatTech Co., Ashland, MA, EUA), entre outros. Muitos 

modelos são utilizados para fins regulatórios, os modelos EpiSkin™ e Epiderm™, por 



35 
 
 

exemplo, foram aprovados pela EURL ECVAM (Laboratório de Referência da União 

Europeia para alternativas à experimentação animal) para substituir o teste de irritação 

da pele de coelho in vivo. Muitos testes de irritação de pele in vitro estão oficialmente 

validados pelas diretrizes da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento 

Econômico (OECD 439), entre estes modelos, encontram-se a EpiSkin™, EpiDerm™ e 

SkinEthic™ RHE (OECD No.439, 2019). Os testes para avaliar a corrosão da pele, que 

é a forma mais extrema de irritação da pele, também foram incluídas nas 

regulamentações, assim como testes para a reconstrução da epiderme humana 

(EpiSkin™, EpiDerm™, SkinEthic™ e epiCS®) (OECD No. 431, 2015). 

Esses modelos utilizam a epiderme humana reconstruída, que imita de perto as 

propriedades histológicas, morfológicas, bioquímicas e fisiológicas da camada 

epidérmica da pele humana (Kim, et al., 2016; Bo, et al. 2022). Os modelos de pele 

humana reconstruídos superam as limitações das monocamadas clássicas de células in 

vitro, permitindo a aplicação tópica de materiais de teste. Eles foram considerados bons 

modelos para testar a irritação da pele, fototoxicidade e metabolismo da pele. O modelo 

EpiSkin, por exemplo, é uma epiderme humana reconstruída in vitro a partir de 

queratinócitos humanos normais cultivados em uma matriz de colágeno na interface ar-

líquido que é validada para estudos de corrosão/irritação cutânea (Liu, et al., 2018; 

Alépée, et al., 2019. Segundo Pruniéras et al., para criar esses modelos de pele, que 

sejam fisiologicamente relevantes, uma interface ar-líquido é necessária para concluir a 

diferenciação em toda a área da superfície (Magdalena, et al., 2022). 

Os modelos de pele são constituídos de queratinócitos crescidos sobre um 

substrato 2D, como um gel de colágeno ou um filtro de policarbonato, como mencionado 

anteriormente, ou sobre uma derme (Magdalena, et al., 2022). Atualmente, ainda não 

existem modelos de pele validados com estruturas como folículos capilares, glândulas 

sudoríparas e glândulas sebáceas, que costumam atuar como rotas para invasão 

química, assim como também não possuem o microbioma presente na pele, que 

apresenta um papel protetor. Por este motivo, a pele humana ex vivo ainda é considerada 

o “padrão ouro” para alguns experimentos de penetração in vitro, pois se mantem a 

função de barreira com exceção do microbioma.  
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É importante ressaltar que existem questões éticas com a utilização de tecido 

humano, não podendo ser utilizado em um modelo comercial, pois a União Europeia 

proibiu ganhos financeiros através do uso de tecido humano. Portanto, a doação do 

tecido deve ser um ato altruísta e qualquer ganho financeiro seria eticamente errado. 

O modelo Episkin™, por exemplo, utiliza uma cultura de queratinócitos humanos 

normais, sobre uma matriz de colágeno por 13 dias e o modelo SkinEthic™ utiliza 

queratinócitos humanos normais sobre um filtro de policarbonato por um período de 17 

dias (Suhail, et al., 2019).  

Comparando alguns modelos de pele equivalente com a pele nativa em relação 

à composição lipídica, foi observado que o modelo EpiDerm® foi o modelo que 

apresentou o maior teor lipídico, seguido do modelo Episkin™ e por último o modelo 

SkinEthic™ (Anderson & Shive, 2012). Também foi observado que a espessura entre os 

modelos de pele equivalente utilizados para avaliar a irritação dérmica variavam. O 

modelo EpiDerm® apresenta uma epiderme variando entre 7 a 14 camadas (83-100 µm) 

com um estrato córneo de 16 a 25 camadas (12-28 µm), o modelo Episkin™ apresenta 

uma epiderme variando de 7 a 10 camadas celulares (24-69 µm) e um estrato córneo de 

15 a 24 camadas (17-37 µm), o modelo SkinEthic™, apresenta uma epiderme com 5 a 

9 camadas de células (23-59 µm) e um estrato córneo com 14 a 24 camadas (15-32 µm). 

Foi demonstrado que a proteína hemidesmossomo, que é uma proteína que medeia a 

adesão das células epiteliais com a membrana basal, conectando seus filamentos 

intermediários do citoesqueleto com a matriz extracelular, estava mais presente nos 

modelos SkinEthic™, do que no modelo EpiDermTM, e pouquíssimo foi observado nos 

modelos Episkin™. Os três modelos mostraram sinais de apoptose e um acúmulo 

intercelular anormal de vesículas (Ponec, et al., 1997, 2000, 2002). Resultados 

semelhantes em relação a composição lipídica foram demonstrados em modelos 3D 

utilizando HaCaT (Dijkhoff, et al., 2022). Embora seja muito importante observar e 

entender a composição lipídica desses modelos, o real efeito da função de barreira ainda 

não foi quantificado, e esse efeito pode variar de acordo com a capacidade de penetração 

de cada produto químico. 
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A viabilidade celular é o principal objetivo para avaliar a toxicidade de 

substâncias químicas, no entanto, ensaios complementares podem ser realizados, como 

matriz de genes, análise histológica, morfológica e liberação de citocinas (Sarmento, et 

al., 2012; Almeida, et al., 2017). 

Atualmente, os modelos disponíveis comercialmente para avaliar a corrosão 

cutânea in vitro (OECD TG 431) e irritação da pele (OECD TG 439) são: EpiSkinTM, 

EpiDermTM, SkinEthicTM, epiCS® e LabCyte® (OECD No. 431, 2015; OECD No.439, 

2019). 

A vantagem de se utilizar os modelos RHE é que eles contêm todas as camadas 

epidérmicas da pele, com a principal desvantagem de que nem sempre é possível 

distinguir os estratos basal, espinhoso e granuloso, questão importante para os estudos 

de penetração. Além disso, é observada uma baixa variação entre lote e algumas vezes 

uma alta variação (Almeida, et al., 2017; Mathes, et al., 2014). Os modelos de pele de 

espessura total (FT) tem a vantagem de fornecer um tecido parede a parede, além de 

possuir uma membrana basal semelhante à in vivo quando comparado aos modelos 

RHE. A permeabilidade dos modelos RHE é inferior à pele humana e a do porco, porém 

eles são aceitos para testar estudos de permeação e penetração in vitro quando os 

medicamentos são aplicados como soluções aquosas (Schäfer-Korting, et al., 2008; 

Neupane, et al., 2020). 

A adição dos fibroblastos nos modelos de espessura total ao protocolo é uma 

adição crítica, uma vez que introduz a sinalização parácrina. A adição dessas células e 

a matriz dérmica que eles produzem aumenta a vida útil dos modelos de 8 para 20 

semanas, aproximadamente. Os hemidesmossomos e fibrilas de ancoragem também 

podem ser vistos nestes modelos (Mathes, et al., 2014; Bo, et al., 2022). 

Para testar os produtos de proteção solar, as empresas também estão 

desenvolvendo modelos de pele equivalente que incorporam melanócitos (por exemplo, 

MelanoDermTM, MatTek corp; epiCS -M, ATERA SAS & CellSystems Gmbh; e subsidiária 

SkinEthicTM RHPE da L'Oréal) (Li, et al., 2011; Gledhill, et al., 2015; Szymanski, et al., 

2020). Como é possível observar, os modelos de pele equivalente disponíveis 
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atualmente, ainda não contêm todos os tipos de células consideradas essenciais como 

as células dendríticas e os macrófagos, muito menos integram vasos sanguíneos, nem 

a interferência dinâmica entre o epitélio e o tecido conjuntivo, que são essenciais para 

regular a morfogênese e homeostase da epiderme.  

Atualmente, a principal estratégia para desenvolver modelos de pele equivalente, 

tem sido utilizar técnicas de biofabricação, como a eletrofiação e a bioimpressão, com o 

intuito de desenvolver modelos biológicos cutâneos relevantes, constituídos por tipos 

celulares especializados como os melanócitos, adipócitos, as células de Langherans, 

células imunes, células-tronco, entre outros, assim com uma vasculatura, permitindo a 

entrega fisiológica de oxigênio e nutrientes (Mathes, et al., 2014; Szymanski, et al., 2020). 

O principal objetivo dessa técnica é alcançar um construto cutâneo 3D fisiológico 

relevante e que possa ser usado para avaliar a toxicidade de novas formulações 

cosméticas e também o desenvolvimento de medicamentos contra o câncer. 

 

1.6 Desafios na avaliação toxicológica de nanopartículas 

 
Embora os modelos de pele equivalente tenham sido utilizados pela indústria 

cosmética para testes de corrosão e irritação da pele de formulações químicas, até o 

momento não se sabe se esse modelo é apropriado para o estudo de citotoxicidade, 

corrosão, irritação e fototoxicidade de formulações contendo NPs de TiO2. Deve-se 

sempre levar em consideração que os princípios para avaliar os riscos dos produtos 

químicos são muitas das vezes diferentes de algumas propriedades importantes das NPs 

consideradas determinantes para a avaliação da toxicidade, como tamanho, reatividade, 

área de superfície, concentração, estrutura cristalina, entre outros, assim como também 

deve-se levar em consideração que avaliar o risco de NPs não é uma questão trivial, 

uma vez que o quadro regulamentar exige uma avaliação caso a caso (Hristozov, et al., 

2012; Schwirn, et al., 2014; Wu, et al., 2020; Lisa, et al., 2021).  

Devido a redução do tamanho das NPs, a área de superfície de contato aumenta, 

e por consequência, aumenta a reatividade, influenciando diretamente na toxicidade. 
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Antes das análises toxicológicas, é essencial caracterizar as propriedades físico-

químicas das NPs, como a forma, tamanho, estado de aglomeração e estrutura cristalina, 

uma vez que esses parâmetros podem influenciar na resposta celular e na capacidade 

de penetração na pele. Aformação de proteína corona na superfície das NPs, podem 

modificar suas propriedades físico-químicas, como a carga superficial, além de interferir 

nas funcionalidades nos microambientes biológicos, como na captação celular, 

inflamação e degradação (Sanches, et al., 2019).  

Muitas técnicas de caracterização são utilizadas para avaliar a toxicidade de 

NPs. A microscopia eletrônica de transmissão é uma das técnicas mais utilizadas para 

avaliar a distribuição do tamanho, forma e morfologia das NPs. No entanto, outras 

técnicas também são utilizadas, como o espalhamento dinâmico de luz (DLS), 

espectroscopia por perda de energia de elétrons (EELS), microscopia eletrônica de 

varredura (MEV), espectrometria de massa com fonte de plasma indutivamente acoplado 

(ICP-MS), microscopia de força atômica (AFM), espectrofotometria na região do 

ultravioleta-visível (UV-Vis), entre outros (Ribeiro, et al., 2017).  

Após a caracterização físico-química das NPs, procede-se a análise do potencial 

efeito tóxico in vitro. Neste contexto, evidências mostram que as NPs, muitas das vezes, 

interferem com muitos ensaios biológicos utilizados para a avaliação da citotoxicidade. 

No caso das NPs de TiO2, foi relatado interferência como o ensaio de 3-(4,5-Dimetiltiazol-

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolio (MTT), ensaio de lactato desidrogenase (LDH) (Holder et al., 

2012; Kroll & Hendrik, 2012; Sanches et al., 2019), vermelho neutro (Guadagnini et al., 

2015, Sanches et al., 2019), ensaio de Alamar Blue (Ong, et al., 2014; Lammel & Sturve, 

2018), entre outros. Confirmando a teoria de que avaliar a toxicidade de NPs não é uma 

questão tão simples. Contudo, a relevância humana dos testes toxicológicos em células 

cultivadas in vitro e em monocamada, estimularam o desenvolvimento de tecidos 

biomiméticos visando identificar com maior confiança o perigo de compostos químicos. 

Na literatura ainda existem poucos estudos que avaliam os riscos das NPs em 

modelo de pele equivalente. A maioria dos estudos utilizando esses modelos concluíram 

que as NPs de TiO2 não são irritantes, corrosivas e nem são fototóxicas (Miyani & 
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Hughes, 2017; Tang, et al., 2018).  Outro grupo, avaliou os mecanismos de internalização 

de NPs de ouro com diferentes cargas de superfície (carga neutra, negativa e positiva) 

utilizando o modelo Episkin. Eles demonstraram que todas as NPs de ouro estudadas 

penetraram na epiderme, no entanto, a NP com carga superficial positiva exibiram a mais 

eficiente penetração na pele através das vias intracelular e intercelular quando 

comparada com as NPs de ouro com carga negativa e neutra (Hao, et al., 2017). 

No Brasil, o Grupo Boticário desenvolve desde 2013 novos modelos de pele, ou 

seja, espessura total incluindo derme e epiderme, e epiderme humana reconstruída a 

partir de tecidos de doadores brasileiros. A fim de permitir o uso regulatório desses 

modelos, é fundamental a avaliação da sua proficiência, sendo esse um dos objetivos 

deste estudo. 

 

2. Objetivos 

 
2.1 Objetivo Geral 

O objetivo principal da tese é avaliar a proficiência do modelo de epiderme 

humana reconstruída do Grupo Boticário em relação ao potencial de irritação seguindo 

as orientações do Guia da OECD 439 e utilizar esse modelo para avaliação, de forma 

rápida e confiável, do perigo de nanopartículas de TiO2 (rutilo), rotineiramente usadas 

nas formulações de protetor solar. 

 

2.2 Objetivos específicos 

1. Desenvolvimento de um artigo de revisão sistemática com o intuito de 

compreender a relevância dos modelos de pele equivalente para avaliação da 

toxicidade induzida por nanopartículas de TiO2.  

2. Construção do modelo de epiderme humana reconstruída; 
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3. Avaliação da proficiência do modelo de epiderme humana reconstruída quanto ao 

potencial de irritação, segundo o TG 439 da OECD; 

4. Avaliação da toxicidade de NPs de TiO2 no modelo de epiderme humana 

reconstruída; 

 

Para facilitar o entendimento da base teórica e dos resultados obtidos, a tese foi 

dividida em dois capítulos, descritos abaixo. 

 

• CAPÍTULO I: Corresponde ao primeiro objetivo específico, com todas as etapas 

realizadas do artigo de revisão sistemática.  

 

• CAPÍTULO II: Serão apresentados todas as outras etapas dos objetivos 

específicos (etapas de 2 a 4).  
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3. Capítulo I: Artigo de revisão sistemática  
 

 

Avaliação da toxicidade de nanopartículas de TiO2 no modelo de pele equivalente  

 

Artigo publicado em junho de 2020 no periódico “Frontiers in Bioengineering and 

Biotechnology”. Factor de Impacto 4.21 (Anexo 1). 

 

Autores: Priscila Laviola Sanches1,2, Luths Raquel de Oliveira Geaquinto2,3, Rebecca 

Cruz4, Desirée Cigaran Schuck5, Márcio Lorencini5, José Mauro Granjeiro1,2,3,4 e Ana 

Rosa Lopes Ribeiro1,2,3 

 

1Programa de Pós-Graduação em Biomedicina Translacional, Universidade do Grande Rio, Duque de 

Caxias, Brasil; 2Diretoria de Metrologia Aplicada às Ciências da Vida, Instituto Nacional de Metrologia, 

Qualidade e Tecnologia, Duque de Caxias, Brasil; 3Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia, 

Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia, Duque de Caxias, Brasil; 4Universidade Federal 

Fluminense, Niterói, Brasil; 5Pesquisa e Desenvolvimento, Grupo Boticário, Curitiba, Brasil. 

 

 

3.1 Introdução 
 

O desenvolvimento da área de nanotecnologia, no que diz respeito à produção de 

nanomateriais, está em crescimento exponencial (Wang e Tooley, 2011). De acordo com 

a Organização Internacional de Padronização (ISO), nanomaterial é definido como 

material natural, incidental ou manufaturado contendo partículas (estado não ligado, 

agregado, aglomerado), onde 50% ou mais das partículas têm uma ou mais dimensões 

externas na faixa de tamanho entre 1 e 100 nm (Potocnik, et al., 2011; International 

Organization for Standardization, 2017). 

Devido às suas dimensões nano, eles podem efetivamente ter características 

elétricas, térmicas e mecânicas, desejáveis para diversas aplicações (Davis, et al., 2010; 

Louro, et al., 2019; Lüderwald, et al., 2019). Consequentemente, a exposição humana às 

nanopartículas (NPs) aumentou devido à sua utilização em indústrias como: alimentar, 

farmacêutica, cosmética, biomédica (dispositivos médicos: implantes, próteses, sistemas 
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de libertação controlada de fármacos), aeronáutica, têxtil, bem como engenharia 

ambiental (Kongsong, et al., 2014; Sethi, et al., 2014; Semenzin, et al., 2015; Miyani e 

Hughes, 2016; Hanawa, et al., 2019; Shetti, et al., 2019). 

Em relação aos cosméticos, se sabe que muitos produtos contêm diversos tipos 

de materiais nanométricos como: ouro, óxido de zinco, dióxido de titânio, nanotubos, 

fulerenos, entre outros (Morganti, et al., 2010). Algumas das referidas nanoestruturas 

foram introduzidas em protetores solares, com o objetivo final de proteger a pele da 

radiação solar, reduzindo as chances de melanoma e o envelhecimento precoce da pele 

(Wolf, et al., 2001; Rampaul, et al., 2007). As NPs estão entre os melhores agentes 

fotoprotetores, pois são capazes de bloquear a incidência da radiação ultravioleta 

(González, et al., 2008). Atualmente, as nanopartículas de dióxido de titânio (NPs de 

TiO2) são as nanoestruturas mais utilizadas em protetores solares disponíveis 

comercialmente, devido à sua capacidade de refletir e espalhar os raios ultravioleta A 

(UVA, 320–400 nm) e ultravioleta B (UVB, 290–320 nm), protegendo contra queimaduras 

solares e fotoenvelhecimento (Monteiro-Rivière, et al., 2011; Martirosyan e Schneider, 

2014).  

O TiO2 foi anteriormente classificado como uma partícula inerte, incapaz de ser 

absorvida pela pele (Nohynek, et al., 2007). Quando esses protetores solares foram 

criados, o TiO2 foi usado em escala micrométrica, sendo visível na pele como uma 

camada opaca. Com o avanço da nanotecnologia e visando solucionar esse efeito visual 

indesejável, as NPs de TiO2 foram introduzidas nas formulações.  

O Comitê Científico de Segurança do Consumidor da UE (SCCS) aprovou o 

dióxido de titânio nanométrico (nas três formas cristalinas) para ser considerado seguro 

para uso em produtos cosméticos destinados a aplicação em pele saudável, intacta ou 

queimada pelo sol. Como filtro UV, o TiO2 pode ser introduzido em formulações 

cosméticas na concentração máxima de 25%. Os benefícios do uso de NPs de TiO2 são 

sua alta área superficial, aumento das propriedades de espalhamento e reflexão dos 

raios ultravioleta e transparência na luz visível (Wiesenthal, et al., 2011). Em contraste, 
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esta redução de tamanho do TiO2 aumenta suas chances de internalização pelas células 

da pele, com possíveis consequências biológicas para os consumidores. 

Na literatura, alguns estudos in vitro descreveram que as NPs de TiO2 induzem 

toxicidade, inflamação e modificações genéticas que são intensificadas com a exposição 

a UVA e UVB (Jin, et al., 2011; Shi, et al., 2013; Tucci, et al., 2013; Zhao, et al., 2013; 

Wang e outros, 2014). Os possíveis mecanismos de toxicidade incluem estresse 

oxidativo, onde NPs de TiO2 desencadeiam a formação de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) em diferentes linhagens celulares dérmicas (Tucci, et al., 2013; Zhao, et al., 2013; 

Wang, et al., 2014; Foroozandeh e Aziz, 2015). O envolvimento de ROS em dano 

oxidativo ao DNA, em células epidérmicas humanas, HaCaT (Shukla, et al., 2014) e 

fibroblastos dérmicos humanos (Saquib, et al., 2012), foi relatado. A retomada da 

toxicidade dérmica está associada à geração de ROS, estresse oxidativo e depleção de 

colágeno que promovem o envelhecimento da pele (Wu, et al., 2009). Na verdade, a 

estratégia na indústria de protetores solares é revestir as NPs de TiO2 para minimizar a 

sua potencial toxicidade (Dréno, et al., 2019).  

Compostos como: sílica, alumina, cetilfosfato, dióxido de manganês, 

trietoxicaprililsilano, PEG entre outros, contribuem para tornar os protetores solares mais 

passivos, melhorando sua capacidade de capturar ou inibir a formação de espécies de 

radicais livres, bem como de restringir a penetração de NPs na pele (Filipe, et al., 2009; 

Osmond e McCall, 2010; Smijs e Pavel, 2011). Essas alterações nas características da 

superfície das NPs dão origem à necessidade de um novo conjunto de caracterização 

físico-química, avaliação in vitro e in vivo, uma vez que a modificação da superfície regula 

as interações interpartículas e células-NPs, mediando a formação da coroa que é 

amplamente conhecida por induzir respostas celulares específicas como absorção 

celular, tráfego intracelular, acumulação e biodistribuição (Oberdörster, et al., 2005; 

Filipe, et al., 2009; Osmond e McCall, 2010; Foroozandeh e Aziz, 2015; Ribeiro, et al., 

2017; Sanches, et al., 2019 ). Os resultados encontrados sugerem que o benefício de 

uma barreira física na forma de um revestimento minimiza a formação de ROS e a 

consequente toxicidade dérmica (Yu, et al., 2020). 
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Os dados in vitro e in vivo sobre o potencial de absorção dérmica e/ou penetração 

de NPs de TiO2 de protetores solares apresentam resultados controversos. Embora 

vários artigos descrevam o contrário (Filipe, et al., 2009; Senzui, et al., 2010; Crosera, et 

al., 2015), a penetração de NPs de TiO2 tanto em pele saudável quanto em pele 

danificada ou lesionada (como nos casos de cicatrizes, queimaduras solares e pele 

depilada) é demonstrado na comunidade científica (Tan, et al., 1996; Lekki, et al., 2007; 

Gontier, et al., 2008; Schneider, et al., 2009; Lin, et al., 2011 ; Monteiro-Riviere, et al., 

2011; Larese Filon, et al., 2013; Gulson, et al., 2015; Shakeel, et al., 2016; Touloumes et 

al., 2020), sendo a pele danificada ou lesionada mais suscetível a penetração de NPs 

TiO2 (Tan, et al., 1996; Lekki et al., 2007; Gontier et al., 2008; Schneider, et al., 2009; Lin 

et al., 2011; Monteiro-Riviere et al., 2011; Larese Filon et al., 2013; Gulson et al., 2015; 

Shakeel et al., 2016; Touloumes et al., 2020). A aplicação prolongada de protetores 

solares contendo NPs de TiO2 na pele humana saudável revela a detecção de níveis de 

titânio na epiderme e na derme dos pacientes (Tan et al., 1996; Lin et al., 2011; Gulson 

et al., 2015; Naess et al., 2015; Shakeel et al., 2016).  

Recentemente, embora o estudo tenha algumas limitações (pouco número de 

voluntários), Pelclova et al. usando técnicas de caracterização altamente sensíveis 

detectou NPs de TiO2 no plasma e na urina após 6 a 48 h após de exposição ao protetor 

solar, demonstrando que as NPs de TiO2 podem passar pelas camadas protetoras 

saudáveis da pele humana e entrar na circulação sanguínea, mesmo com tempos de 

exposição mais baixos de aplicação de filtro solar (Pelclova e outros, 2019). A penetração 

das NPs não é exclusiva das NPs de TiO2. Brian Gulson et al. também relatou a detecção 

de óxido de zinco usado em protetores solares em sangue e urina de humanos (Gulson 

et al., 2010).  

Do nosso ponto de vista, e também afirmado pelo relatório da OCDE que avalia 

os métodos in vitro para avaliação de risco de nanomateriais em humano (Organização 

para o Desenvolvimento de Cooperação Econômica, 2018), existem muitos pontos 

críticos na literatura disponível que contribuem para todas as controvérsias sobre a 

penetração das NPs de TiO2 na pele humana. É importante referir que vários fatores 

como: o modelo empregado (animal, humano com variações de gênero), tamanho, 
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composição química e revestimento das NPs, local de aplicação, solubilidade das 

partículas, dose e número de aplicações, período do estudo, o movimento de flexão da 

pele, a exposição aos raios UV, entre outros, influenciam a penetração dérmica das 

nanopartículas (Gulson et al., 2015; Shakeel et al., 2016). Tanto quanto sabemos, a 

maioria dos estudos é realizada com uma grande variedade de condições e 

metodologias, onde não são utilizados protocolos padronizados e nanomateriais de 

referência. Mais importante é que as técnicas de caracterização utilizadas para avaliar a 

penetração de NPs na pele às vezes estavam entrando no limite de detecção do 

equipamento, contribuindo para toda essa polêmica. 

O mecanismo de penetração das nanopartículas de filtro solar não foi esclarecido, 

no entanto, sugere-se que as NPs de TiO2 possam ser absorvidas por diferentes vias 

que incluem os transportes transcelular e paracelular, bem como folículos pilosos 

(transapêndices), glândulas sudoríparas, dobras cutâneas ou uma combinação de todos, 

como mostrado na figura 2 (Filipe et al., 2009; Wu et al., 2009). O fato de que, após a 

penetração na pele, as NPs possam atingir a corrente sanguínea e, em seguida, sofrer 

translocação para vários tecidos e órgãos distantes, sugerem que a exposição 

prolongada de NPs possa representar um risco à saúde dos consumidores (Lademann 

et al., 1999; Baroli et al., 2007; Lekki et al., 2007; Saquib et al., 2012; Shakeel et al., 

2016). 

Conforme descrito anteriormente, existem muitos estudos in vitro (utilizando 

modelos 2D) e in vivo (utilizando animais) sobre o efeito da citotoxicidade e 

genotoxicidade das NPs de TiO2. No entanto, as indústrias cosméticas estão usando 

métodos alternativos, como modelos de pele equivalente reconstruída, devido as 

considerações éticas, científicas e econômicas. A legislação cosmética da UE está 

trabalhando para abolir os testes em animais para cosméticos e seus ingredientes 

(Evans et al., 2016; Salamanna et al., 2016; Caddeo et al., 2017; Alépée et al., 2018; 

Owen et al., 2018). Na verdade, modelos de engenharia 3D que imitam tecidos humanos 

estão em desenvolvimento para superar as limitações dos modelos in vitro 2D em relação 

à sua preditividade limitada (Vernetti et al., 2017). Atualmente, existem modelos de pele 
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equivalente disponíveis comercialmente, bem como construções internas com vários 

níveis de complexidade biológica.  

O modelo mais simples consiste em uma epiderme onde apenas os queratinócitos 

são usados, e é conhecido como Epiderme Humana Reconstruída (RHE) e está 

disponível comercialmente como EpiDermTM (MatTek Corp), EpiSkinTM e SkinEthicTM 

(uma subsidiária da L'Oreal). Eles fazem uso de epiderme humana reconstruída, que 

imita de perto as propriedades histológicas, morfológicas, bioquímicas e fisiológicas da 

camada epidérmica da pele humana (Kim et al., 2016). A vantagem dos modelos de RHE 

é que eles contêm todas as camadas epidérmicas da pele, entretanto, tem como 

desvantagem, que nem sempre é possível distinguir os estratos basal, espinhoso e 

granuloso, questão importante para estudos de penetração. Além disso, observa-se uma 

baixa variação intralote e, por vezes, uma alta variação interlote (Mathes et al., 2013; 

Almeida et al., 2017). Em abril de 2007, os modelos EpiSkinTM e EpidermTM foram 

aprovados pelo ECVAM (Centro Europeu para a Validação de Métodos Alternativos) para 

substituir o teste in vivo de irritação cutânea em coelhos. Eles também são usados para 

outros fins regulatórios, como testes in vitro de irritação da pele (OCDE TG 439) e 

corrosão da pele (OCDE TG 431) de ingredientes cosméticos. Uma atualização em 2019 

foi feita para incluir dois modelos adicionais, nomeadamente SkinEthicTM e epiCSR 

(OCDE, 2014, 2019). Além disso, esses modelos são amplamente utilizados para testes 

de fototoxicidade, genotoxicidade, sensibilização, metabolização, bem como para testar 

a administração de drogas transdérmicas (Mathes et al., 2013; Almeida et al., 2017). A 

EpiSkin, por exemplo, é uma epiderme humana reconstruída in vitro a partir de 

queratinócitos humanos normais cultivados em uma matriz de colágeno na interface ar-

líquido que é validada para estudos de corrosão/irritação da pele (Alépée et al., 2018; 

Liu et al., 2018). A viabilidade celular é o principal desfecho, porém ensaios 

complementares podem ser realizados, como matriz de genes, análise histológica, 

morfológica e liberação de citocinas (Sarmento et al., 2012; Almeida et al., 2017). 

O Modelo de pele de espessura total (Full-Thickness Skin Model - FT), conhecido 

comercialmente como EpiDerm-FTTM é um modelo mais elaborado que consiste de uma 

epiderme e derme (queratinócitos e fibroblastos) e tem sido amplamente utilizado em 
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tratamentos com drogas ou avaliação da sua eficácia (Mathes et al., 2013). Esse modelo 

tem a vantagem de fornecer tecido parede a parede, além de ter uma membrana basal 

semelhante ao in vivo quando comparado aos modelos de RHE (modelo mais simples). 

A permeabilidade dos modelos de RHE é inferior à pele humana e suína, no 

entanto, eles são aceitos para estudos de permeação e penetração in vitro quando 

drogas são aplicadas como soluções aquosas (Asbill et al., 2000; Schäfer-Korting et al., 

2008; Neupane e outros, 2020). Continuando para testes de corrosão cutânea in vitro, 

seguindo OECD TG 431, os modelos disponíveis comercialmente são: EpiSkinTM 

Standard Model (SM), EpiDermTM SCT, SkinEthicTM RHE, epiCSR e LabCyte EPI-

MODEL24 SCT (OECD, 2014). Em relação à irritação cutânea in vitro após TG 439, os 

modelos utilizados são: EpiSkinTM (SM), EpiDermTM (SIT), SkinEthicTM (RHE), LabCyte 

EPIMODEL24 SIT, epiCSR e Skin+R (OHAT, 2015). Para testar produtos de proteção 

solar, as empresas também estão desenvolvendo modelos de pele equivalente 

incorporando melanócitos (por exemplo, MelanoDermTM, MatTek corp., epiCSR -M, 

ATERA SAS & CellSystems Gmbh, e SkinEthicTM RHPE, subsidiária da L'Oréal).  

Embora os modelos de pele equivalente tenham sido usados pela indústria 

cosmética para testes de corrosão e irritação da pele de formulações químicas, até o 

momento não se sabe se esses modelos são apropriados para estudar a citotoxicidade, 

corrosão da pele, irritação e fototoxicidade de formulações contendo NPs de TiO2. Por 

esta razão, esta revisão sistemática visa responder à seguinte questão proposta: A 

toxicidade das nanopartículas de TiO2 pode ser avaliada no modelo de pele equivalente? 

 

3.2 Metodologia 
 

A revisão sistemática (RS) foi realizada de acordo com o Manual Cochrane 

Handbook for Systematic Reviews of Interventions (Higgins & Green, 2011), o Preferred 

Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analyses (PRISMA) (Moher et al., 

2009)e o Office of Health Assessment and Translation (OHAT) (National Toxicology 

Program, 2015), desenvolvido pelo Programa Nacional de Toxicidade. O protocolo deste 
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RS foi registrado no CAMARADES em 

http://www.dcn.ed.ac.uk/camarades/research.html#protocols. Além disso, uma avaliação 

de confiabilidade dos estudos de toxicidade in vitro denominada por Ferramenta de 

Avaliação de Confiabilidade de Dados Toxicológicos (ToxRTool) foi seguida para 

aumentar a qualidade e a transparência dessa pesquisa.  

 

3.2.1 Foco da pergunta (baseada na estratégia PICO) (Schardt et al., 2007) 

 

● População: modelo de pele humana 3D 

● Intervenções ou exposição: exposição de NPs de TiO2 nos modelos de pele 

equivalente  

● Comparação: modelos de pele equivalente sem exposição a NPs de TiO2 

● Resultado: Efeitos gerados pelas NPs de TiO2 no modelo de pele equivalente: 

citotoxicidade, fototoxicidade, irritação e corrosão. 

● Desenho do estudo: estudos in vitro 

 

3.2.2 Procura da estratégia 

Foi realizada uma busca eletrônica nas bases de dados das bibliotecas 

MEDLINE/PubMed, Science Direct, Web of Science, Scopus e SciELO até fevereiro de 

2019. Somente estudos em inglês, português, espanhol ou francês foram selecionados, 

sem restrição de data. Além disso, foram realizadas pesquisas nas referências dos 

estudos incluídos (isto é, referência cruzada). Assim como estudos não publicados 

(literatura cinza) foram analisados nas bases de dados Gray Literature Report e 

OpenGrey. Foi utilizada uma estratégia de busca específica para cada banco de dados, 

de acordo com suas características (tabela 1). 
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Tabela 1. Estratégia de busca. 

Bases de 
dados 

Palavras-chave 

PubMed ("3d skin model"[tiab] OR "reconstructed human skin model"[tiab] OR 
"human skin model"[tiab] OR "epidermis model"[tiab] OR "episkin"[tiab] 
OR "epidermis"[tiab] OR "skin equivalent model"[tiab] OR "reconstructed 
human epidermis"[tiab]) AND ("titanium dioxide” [tiab] OR "tio2"[tiab] OR 
"titanium"[tiab] OR “titanium” [mesh]) AND ("nanoparticles"[tiab] OR 
"NP"[tiab] OR "nanomaterials"[tiab] OR “nanoparticles”[Mesh] OR “metal 
nanoparticles” [mesh]) AND ("skin corrosion"[tiab] OR "skin irritation"[tiab] 
OR "toxicity"[tiab] OR “cytotoxicity”[tiab] OR “phototoxicity”[tiab] OR 
“irritation” [tiab] OR “corrosion”[tiab] OR “Skin Irritancy Tests”[Mesh]) 

Science 

Direct 

("skin model" OR epidermis OR episkin OR "skin equivalent model" OR 
"reconstructed human epidermis") AND (titanium OR tiO2) AND (nano*) 
AND (corrosion OR irritation OR toxicity OR cytotoxicity OR phototoxicity) 

Web of 

science 

("skin model" OR "epidermis model" OR "episkin" OR "skin equivalent 
model" OR "reconstructed human epidermis”) AND ("tio2" OR "titanium") 
AND ("nanoparticles" OR "NP" OR "nanomaterials") AND ("skin corrosion" 
OR "skin irritation" OR "toxicity" OR “cytotoxicity” OR “phototoxicity” OR 
“irritation” OR “corrosion”) 

Scopus ("skin model" OR "epidermis model" OR "episkin" OR "epidermis" OR "skin 
equivalent model" OR "reconstructed human epidermis”) AND ("tio2" OR 
"titanium") AND (“nano*”) AND ("toxicity" OR “citotoxicity” OR 
“phototoxicity” OR “irritation” OR “corrosion”) 

Scielo (“skin model" OR "epidermis model" OR "episkin" OR "epidermis" OR "skin 
equivalent model" OR "reconstructed human epidermis”) AND ("tio2" OR 
"titanium") AND (“nano*”) AND ("toxicity" OR “citotoxicity” OR 
“phototoxicity” OR “irritation” OR “corrosion”) 
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Grey 

Literature 

(skin OR epidermis) AND (titanium OR tio2) AND (skin irritancy test OR 
*toxicity) 

 

 

 

3.2.3 Critérios de elegibilidade (OHAT) 
 

Os critérios de inclusão e exclusão estão apresentados na tabela 2. 

 

Tabela 2. Critérios de inclusão e exclusão 

PICO Inclusão Exclusão 

População Estudo in vitro em modelo de pele 
equivalente  

Testes clínicos 

Estudos in vivo 

 Estudos in vitro em 
monocamada 

Exposição Exposição de NPs de TiO2; 

O TiO2 deve estar na escala 
nanométrica; 

A suspensão de TiO2 pode estar 
em qualquer fase cristalina ou 
mistura 

Tamanho médio na escala 
micrométrica 
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Comparação Modelo de pele equivalente sem 
exposição de NPs 

 

Desfecho Efeitos gerados pelas NPs no 
modelo de pele equivalente: 
citotoxicidade, fototoxicidade, 
irritação e corrosão 

Estudos focados na 
caracterização e sintese 
de NPs 

Tipo de 
publicação 

Os relatórios devem conter dados 
originais 

Artigos sem dados 
originais (por exemplo, 
editoriais, resenhas, 
cartas); 

Outros idiomas além do 
português, espanhol e 
inglês; 

Estudos publicados 
apenas em forma abstrata; 

Capítulos de livros;  

 

 

 

3.2.4 Seleção de estudos, processo de triagem e extração de dados 
 

Os títulos e os resumos dos artigos recuperados foram selecionados por dois 

autores/revisores (P.L.S. e L.R.O.G.) e, em seguida, foram identificadas as publicações 

que preenchiam os critérios de inclusão. As divergências entre os autores da revisão 

foram resolvidas através de uma discussão cuidadosa, e as divergências restantes foram 

resolvidas por um terceiro revisor (J.M.G.). Depois disso, foi obtido o texto completo dos 

artigos elegíveis. Finalmente, com base nos critérios de inclusão, dois autores/revisores 

(P.L.S. e L.R.O.G.) selecionaram independentemente os artigos de texto completo 
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relevantes. Além disso, as divergências entre os autores revisores foram resolvidas pelo 

mesmo processo utilizado na primeira fase de seleção. 

Quando disponíveis, os seguintes dados foram extraídos das publicações pelos 

revisores (PLS e RC): ano, DOI, tipo de modelo de pele, substância de teste, estrutura 

cristalina das NPs de TiO2, tamanho primário da partícula, tamanho das NPs de TiO2 

após dispersão, tempo de exposição, o resultado esperado dos controles positivos e 

negativos, resultado da avaliação do teste de corrosão e/ou irritação e fototoxicidade e a 

principal conclusão. 

 

3.2.5 Avaliação da confiabilidade 
 

A avaliação da confiabilidade foi realizada por dois revisores (P.L.S. e L.R.O.G.), 

utilizando o ToxRTool desenvolvido pelo EURL ECVAM) (K. Schneider et al., 2009). A 

parte in vitro desta ferramenta consiste em uma lista de 18 critérios. Cada critério pode 

ser classificado como "1" (ou seja, 'critério atendido') ou como "0" (ou seja, 'critério não 

atendido' ou não relatado). Esses 18 critérios estão agrupados em cinco grupos 

principais: I- Identificação da substância avaliada, II- Caracterização da substância 

avaliada, III- Descrição do desenho do estudo, IV- Documentação dos resultados do 

estudo e V- Plausibilidade do desenho e resultados do estudo. Uma pontuação final foi 

registrada para cada grupo principal de cada artigo, e uma pontuação geral para cada 

estudo. 

Nesta ferramenta, existem alguns critérios considerados indispensáveis para a 

confiabilidade de um estudo, destacados em vermelho (apresentados em informações 

suplementares). Independentemente da pontuação geral, somente se esses critérios 

forem atribuídos como "1" a ferramenta classificará o estudo como uma categoria 

confiável (1 ou 2). Essas categorias são: 1 (confiável sem restrições), 2 (confiável com 

restrições), 3 (não confiável) e 4 (não atribuível). 



55 
 
 

Por fim, o ToxRTool classificou na caixa “A” a categoria na qual o artigo foi 

atribuído com base na soma de pontos (pontuação geral), independentemente do critério 

vermelho. E, em "B", a categoria é derivada considerando os critérios vermelhos. 

3.3. Resultados 

 

3.3.1 Pesquisa dos artigos nas bases de busca 
 
 

A pesquisa inicial identificou 43 artigos, incluindo 11 títulos do 

MEDLINE/PubMed, 13 do Science Direct, 12 do Scopus e 7 da Web of Science. A busca 

na literatura cinza ou do cruzamento de referências não resultou em qualquer estudo. 

Após a remoção das duplicatas, 31 estudos tiveram seus títulos e resumos selecionados 

e 24 estudos foram excluídos por não atenderem aos critérios de elegibilidade. Em 

seguida, a triagem de texto completo não excluiu nenhum estudo, resultando na inclusão 

de 7 artigos (Choi et al., 2014a; Horie et al., 2016a; Kato et al., 2014; Kim et al., 2016a; 

Miyani & Hughes, 2017; Park et al., 2011; Tang et al., 2018) nesta revisão sistemática 

(Figura 5 Diagrama de fluxo da Prisma). 
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Figura 5. Fluxograma do processo de seleção de literatura.  

Obtido de: Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses: The PRISMA Statement (Moher et al., 2009) 

 

3.3.2 Avaliação da Confiabilidade 
 

Como descrito anteriormente, a avaliação da confiabilidade foi realizada usando 

a ferramenta ToxRTool. Pode-se observar que alguns critérios não foram atendidos pelos 

autores. O número de repetições e os métodos estatísticos para análise dos dados 

apresentados são alguns dos critérios que não foram descritos por alguns autores. Na 

     
          Diagrama de fluxo PRISMA 2009 
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Registros excluídos 
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Registros selecionados 
(n = 31) 
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tabela 3 é possível observar a pontuação geral e as categorias de cada artigo 

selecionado. Assim, todos os artigos foram classificados na categoria A com “1”, 

correspondendo aos artigos considerados confiáveis sem restrições. Os artigos também 

foram classificados na categoria B com “1” quando todos os critérios considerados 

indispensáveis para o estudo foram confiáveis e atendidos. 

 

Tabela 3. Pontuação geral e categorias dos artigos selecionados. 

Autor  Pontuação 

geral 

 Categoria A  Categoria B 

Park, Y. et al. (2011) 16 1 1 

Choi, J. et al. (2014) 16 1 1 

Kato, S. et al. (2014) 17 1 1 

Horie, M. et al. (2016) 16 1 1 

Miyani, V. A.; Hughes, M. F. (2017) 16 1 1 

Kim, H. et al. (2016) 17 1 1 
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Tang, Y. et al. (2018) 18 1 1 

 

 

3.3.3 Características do Estudo 
 
 

Dos sete artigos encontrados e analisados, quatro estudos utilizaram o 

EpiDermTM (MatTek Corporation) (Horie et al., 2016a; Kim et al., 2016a; Miyani & Hughes, 

2017; Park et al., 2011) um utilizou o EpiKutisTM (Biocell Biotechnology, China) (Tang et 

al., 2018) e um utilizou o KeraSkin (Modern Cell & Tissue Technology, Seul, Coréia) (Choi 

et al., 2014a) e o último foi desenvolvido no próprio laboratório (Kato et al., 2014). De 

acordo com os critérios de inclusão, todos os sete artigos usaram NPs de TiO2 como 

substância de teste. Como mencionado, exibem três formas cristalinas de NPs de TiO2: 

rutilo, anatase e brookita. No entanto, alguns estudos também utilizam misturas de 

estruturas anatase e rutilo. Dos 7 artigos selecionados, dois artigos utilizaram a estrutura 

cristalina rutilo (Choi et al., 2014a; Kato et al., 2014), dois artigos utilizaram a mistura 

(anatase e rutile) (Kim et al., 2016a; Park et al., 2011), um artigo utilizou duas estruturas 

cristalinas, anatase e rutilo (Horie et al., 2016b) e dois artigos utilizaram anatase, rutilo e 

mistura (Miyani & Hughes, 2017; Tang et al., 2018). Alguns autores também utilizaram 

outras substâncias de teste, como: NPs de óxido de zinco, óxido de zinco/dióxido de 

titânio (Choi et al., 2014a), prata(Kim et al., 2016b; Miyani & Hughes, 2017), dióxido de 

cério (Miyani & Hughes, 2017), óxido de ferro (Kim et al., 2016b), óxido de alumínio (Kim 

et al., 2016b), poliestireno (Park et al., 2011) e fulereno-C60 aprisionado em 

polivinilpirrolidona (Kato et al., 2014). O tamanho primário das NPs de TiO2 variou de 6 

a 108 nm. Em relação ao tamanho dos aglomerados após a dispersão, como pode ser 

visto na Tabela 4, apenas três autores descreveram com precisão o tamanho das NPs 

(Choi et al., 2014a; Horie et al., 2016a; Tang et al., 2018)dois autores não descreveram 

o tamanho (Kato et al., 2014; Miyani & Hughes, 2017), um autor demonstrou o tamanho 

do aglomerado por imagem de microscopia eletrônica de transmissão (que é 
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aparentemente em torno de 200 nm (Park et al., 2011) e um autor afirma que o tamanho 

das NPs era de várias centenas de nanômetros (Kim et al., 2016b). 

O teste de irritação da pele foi realizado em cinco artigos. Dois autores realizaram 

testes de corrosão e os outros dois realizaram testes de fototoxicidade. Além desses 

testes, na histopatologia de alguns artigos, ensaio de citocinas, ensaio de lactato 

desidrogenase, ensaio de imunossorvente ligado à enzima IL-8, ensaio IL-1α, expressão 

relativa do gene HO-1, geração intracelular de EROs e hidroperóxidos lipídicos. 

Três autores usaram a concentração de 100 µg/mL, no entanto, cada autor 

utilizou diferentes tempos de exposição: 1 h (Park et al., 2011), 2 h (Tang et al., 2018) e 

4 h (Horie et al., 2016a) 

Além disso, um autor utilizou a concentração de 15 µg/mL por 3 h de exposição 

(Kato et al., 2014), outro utilizou a concentração de 1 mg/mL por 1 h de exposição (Miyani 

& Hughes, 2017). Além disso, dois autores usaram o mesmo período de exposição de 3 

min e 1 h. Em um estudo, a epiderme foi umedecida com água deionizada e foram 

adicionados 25 mg da substância teste (Kim et al., 2016b) e em outro estudo, 25% da 

substância teste em água deionizada foi usada (Choi et al., 2014a). 

 

3.3.4 Resultados de toxicidade 

 

• Irritação na pele 

Todos os artigos que avaliaram a irritação cutânea utilizaram o ensaio de 

brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio (MTT) (Choi et al., 2014a; Kim 

et al., 2016b; Miyani & Hughes, 2017; Park et al., 2011). Em todos os casos, as NPs de 

TiO2 mostrou-se não irritante no modelo 3D, onde não foi observada redução da 

viabilidade celular. Em todos os estudos, os resultados foram comparados com os 

controles positivos e negativos, nos quais o dodecil sulfato de sódio (SDS) foi usado 

como controle positivo, a solução salina tamponada com fosfato de Dulbecco (DPBS) e 
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a solução salina tamponada com fosfato (PBS) foram usadas em alguns estudos como 

controle negativo. 

 

• Corrosão da pele 

Dois autores usaram NPs de TiO2 para avaliar a corrosão da pele (Choi et al., 

2014a; Kim et al., 2016b). Choi et al. e Kim et al., usaram hidróxido de potássio (KOH 

8N) como controle positivo (Choi et al., 2014a; Kim et al., 2016b). Choi et al. observaram 

que após 3 min de exposição com KOH 8N, a viabilidade foi reduzida para 1%, enquanto 

a viabilidade da amostra tratada com NPs de TiO2 foi de 94% (± 3,0). Após 60 min de 

exposição às NPs de TiO2, observou-se que a viabilidade diminuiu em comparação com 

o tempo de 3 min, no entanto, a viabilidade foi superior a 50% (Choi et al., 2014a). Kim 

et al. apresentou resultados semelhantes. Eles demonstraram que após 3 min de 

exposição, o tratamento com 25 mg de NPs de TiO2 levou à viabilidade de 96,3% (± 2,4), 

enquanto o KOH 8N reduziu a viabilidade para 9,8% (± 1,6). Após um tempo de 

exposição de 60 min, a viabilidade da amostra tratada com NPs de TiO2 diminuiu para 

85,3% (± 3,9) (Kim et al., 2016b) 

Portanto, os dois estudos concluíram que as NPs de TiO2 são não corrosivos, 

considerando que a viabilidade era maior que 50 e 15% após 3 e 30 min de exposição, 

respectivamente. 

 

• Fototoxicidade 

A avaliação da fototoxicidade das NPs de TiO2 no modelo de pele equivalente 

foi realizada em dois artigos. Foram aplicados tempos variados de exposição, doses não 

tóxicas de UVA de 6 J/cm2 (Park et al., 2011) e 40 J/cm2 (Tang et al., 2018). Nos dois 

casos, a fototoxicidade foi avaliada pela redução da conversão mitocondrial de MTT em 

formazan. Os autores concluíram que as NPs de TiO2 não exibiram fototoxicidade no 

modelo de pele equivalente na presença de radiação UV. 
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3.4 Discussão  

 

Com o avanço da nanotecnologia, muitos produtos com materiais em nanoescala 

foram introduzidos em diversas áreas, como cosméticos, alimentos, medicamentos e 

eletrônicos (Louro et al., 2019; Lüderwald et al., 2019). Portanto, a exposição a 

nanomateriais está em crescimento exponencial e pode ocorrer tanto durante a síntese 

quanto no uso do produto. Devido à maior relação área/volume da superfície, as NPs se 

tornam mais (bio) reativas em comparação com os materiais a granel normal, dando 

origem a preocupações sobre a seu potencial toxicidade para os seres humanos (Sharifi 

et al., 2012; Shi et al., 2013a). As NPs de TiO2 são amplamente utilizadas nas indústrias 

de cosméticos, especialmente em filtros solares como uma alternativa aos absorvedores 

químicos disponíveis de UV (ácido p-aminobenzóico e benzofenonas) que causam 

algumas reações alérgicas e/ou perturbações endócrinas. O dióxido de titânio possui três 

estruturas cristalinas diferentes (anatase, rutilo e brookita), no entanto, o rutilo é o mais 

utilizado em cosméticos, devido ao seu alto índice de refração, protegendo a pele dos 

efeitos nocivos dos raios ultravioleta (Martirosyan & Schneider, 2014). A Agência 

Internacional de Pesquisa do Câncer (IARC) classificou o dióxido de titânio como um 

possível agente cancerígeno humano (grupo 2B), no entanto, não há distinção quanto 

ao tamanho do titânio (macro, mícron e/ou nanoescala). A heterogeneidade das 

nanopartículas de TiO2 (distribuição granulométrica; aglomeração e agregação; 

morfologia, estrutura cristalina, pureza) para aplicações de filtro solar é elevada, 

tornando-se fortemente debatido o risco das NPs de TiO2 (Jacobs et al., 2010). 

Há muito tempo, as indústrias cosméticas estavam testando seus produtos 

usando testes de corrosão e irritação da pele em coelhos OCDE (OCDE, 2015). No 

entanto, por questões éticas (princípio dos 3Rs – Substituição, refinamento e redução de 

ensaios em animais), restrições científicas e econômicas para o desenvolvimento de 

tecidos 3D de bioengenharia da pele (Alépée et al., 2019; Caddeo et al., 2017; Liu et al., 

2018; Salamanna et al., 2016) são utilizados para testar novos produtos farmacêuticos. 

As principais vantagens dos tecidos 3D de bioengenharia são sua relevância 

fisiológica, uma vez que recapitulam o microambiente do tecido, maior reprodutibilidade 
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em comparação com modelos ex vivo, potencial preditivo superior devido ao possível 

uso de células humanas, juntamente com a diminuição de custos e preocupações éticas 

(Gholobova et al., 2018; Sarmento, Andrade, Baptista, et al., 2012). Construções de pele 

de elevada qualidade (que imitam a morfologia, composição lipídica e diferenciação da 

pele humana nativa) estão disponíveis comercialmente.  

As construções de pele equivalente disponíveis atualmente ainda não contêm 

todos os tipos de células essenciais (células dendríticas e macrófagos), nem integram 

vasos sanguíneos, nem a interferência dinâmica entre epitélio e tecido conjuntivo, 

essenciais para regular a morfogênese e homeostase epidérmica. Isso reforça a 

necessidade de construções 3D mais complexas que possam abordar estudos 

toxicológicos complexos. Atualmente, a principal estratégia é usar técnicas de 

biofabricação, como a eletrofiação e a bioimpressão, para desenvolver modelos 

biológicos cutâneos relevantes constituídos por tipos celulares especializados 

(melanócitos, adipócitos, Langherans, imunes, células-tronco, entre outros) com uma 

vasculatura perfundida que permite a liberação fisiológica de oxigênio e nutrientes 

(Mathes et al., 2014). O principal objetivo é alcançar um construto cutâneo 3D fisiológico 

relevante que possa ser usado para avaliação toxicológica de novas formulações 

cosméticas, mas também para o desenvolvimento de medicamentos anticâncer, por 

exemplo, reduzindo os estudos em animais.  

Alguns artigos estudam o efeito do risco de NPs de TiO2 em um modelo de pele 

tridimensional. Na literatura disponível, constatamos que para a avaliação do risco das 

NPs de TiO2, os modelos mais utilizados são os modelos in vitro (células primárias e 

linhas celulares derivadas de diferentes órgãos/tecidos) e modelos in vivo. Os resultados 

sugerem que as NPs de TiO2 induzem a liberação de EROs, levando à perda de funções 

celulares vitais, podendo levar à morte celular e se acumulam preferencialmente no 

fígado e baço (Carriere et al., 2016; Jacobs et al., 2010; Shi et al., 2013b; Tucci et al., 

2013; Yuzhen Wang et al., 2015; Zhao et al., 2013) 

Esta revisão sistemática demonstra que os modelos de pele equivalente 

utilizados mimetizam as propriedades histológicas, morfológicas, fisiológicas e 
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bioquímicas da epiderme humana. A confiabilidade desses estudos foi avaliada pelo 

ToxRTool e todos os 18 critérios avaliados por esta ferramenta são apresentados nas 

Tabelas S2–S8 (Informações Complementares). Esta tabela descreve uma simulação de 

um trabalho que atende a 100% dos critérios, bem como a avaliação realizada nos sete 

artigos selecionados (consulte a Tabela S1).  

Como pode ser observado na Tabela 3, todos os artigos foram bem avaliados, 

no entanto, ao analisar a Tabela 4, observou-se a diversidade do desenho do estudo. 

Cada artigo trabalhou com a estabilidade das NPs de TiO2 desconhecida, possivelmente 

possuindo aglomerados grandes e sedimentados, diferentes tempos de exposição, 

estruturas cristalinas e revestimentos de superfície, medidas diferentes para doses de 

exposição (massa, área ou número de partículas) que, na prática, resultam em 

dificuldade de conversão em um ao outro, bem como não caracterizou adequadamente 

o tamanho e a estabilidade das partículas durante a exposição celular. 
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Tabela 4. Extração de dados dos artigos selecionados
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Dos 7 artigos analisados, seis deles concluíram que as NPs de TiO2 são não 

irritantes, corrosivos e não fototóxicos (Choi et al., 2014b; Kato et al., 2014; Kim et al., 

2016b; Miyani & Hughes, 2017; Park et al., 2011; Tang et al., 2010). O que se verificou 

foi que, nos seis artigos analisados, a toxicidade das NPs de TiO2 foi avaliada por meio 

do ensaio MTT, que é relatado na literatura por interferir com NPs de TiO2 (Kroll & 

Hendrik, 2012; Ong et al., 2014). A interferência das NPs de TiO2 é atribuída às 

propriedades de adsorção de luz da NP na mesma região espectral usada pelo MTT 

(Holder et al., 2012; Kroll & Hendrik, 2012; Ong et al., 2014). No entanto, as NPs também 

se adsorvem na superfície das células impedindo a transformação adequada das 

moléculas do ensaio, podendo ocorrer reações químicas entre as NPs e os compostos 

teste e até a liberação de íons metálicos das NPs podem modificar a atividade catalítica 

mitocondrial das células, alterando a leitura do MTT (Kroll et al., 2009).  

Alguns autores relataram que a interferência aumenta com o aumento da 

concentração de NPs (Holder et al., 2012; Kroll & Hendrik, 2012; Ong et al., 2014), e 

enfatizam que é necessário usar concentrações de NPs que não reduzam o MTT. É 

importante ressaltar que, nos últimos anos, foram introduzidas extensas etapas de 

lavagem nos protocolos e a possível interferência das NPs de TiO2 no ensaio MTT foi 

reduzida e, em alguns casos, eliminada (Kroll & Hendrik, 2012; Ong et al., 2014). 

No entanto, deve-se tomar muito cuidado, pois mesmo com várias lavagens ou 

centrifugações, as NPs de TiO2 podem permanecer aderidas à placa de cultura ou até 

adsorvidos na superfície das células. A contribuição das NPs para o sinal de absorção 

de luz do MTT depende também da concentração de MTT-formazan reduzido presente 

nas misturas MTTred/MTTox, sugerindo diferentes mecanismos de interferência que não 

podem ser previstos a priori (Kroll & Hendrik, 2012). Parece que metais redox-ativos com 

diferentes tamanhos e revestimentos podem alterar a magnitude da cinética da reação, 

causando diferentes níveis de interferência (Mello et al., 2020). A Figura 6 mostra um 

esquema de interferência de NP com o ensaio de MTT. Como é possível observar, as 

propriedades das NPs podem gerar artefatos e interpretações errôneas dos resultados 

(Guadagnini et al., 2015b; Holder et al., 2012; Kroll & Hendrik, 2012; Lammel & Sturve, 

2018; Lupu & Popescu, 2013; Ong et al., 2014). Um artigo recente demonstrou que as 
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NPs de TiO2 adsorvidos na superfície celular e aqueles internalizados pelas células 

interferem na leitura da fluorescência ao refletir/absorver parte do incidente e emitir luz 

(Lammel & Sturve, 2018). Isso adiciona uma nova complexidade à avaliação de risco das 

NPs, pois cada característica específica do tipo de célula influencia a internalização das 

NPs, o tráfego intracelular e o destino final. 

 

 

 

Figura 6. Esquema de ensaios toxicológicos. A) Características físico-químicas das NPs de TiO2 que 

possivelmente interferem nos ensaios biológicos; que incluem B) capacidades ópticas das NPs de TiO2, 

como absorbância intrínseca e/ou fluorescência (b1); adsorção de proteínas, sais e corantes nas NPs (b2); 

e dissolução de NPs com a consequente liberação de íons metálicos no sobrenadante (b3). C) Teste 

convencional de MTT analisando NPs de TiO2, demonstrando que as NPs podem adsorver no corante 

MTT, evitando a metabolização dos reagentes. Imagem adaptada de: https://smart.servier.com 

https://smart.servier.com/
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Além do MTT, outros ensaios biológicos interferem com as NPs de TiO2 (consulte 

a Tabela S9 nas Informações Complementares). Também foi relatado que o ensaio de 

lactato desidrogenase (LDH) interfere com as NPs de TiO2, uma vez que elas podem 

adsorver ou inativar a proteína LDH (Holder et al., 2012; Kroll & Hendrik, 2012), bem 

como o Vermelho neutro (NR) (Guadagnini et al., 2015b), ensaio de Alamar Blue 

(Lammel & Sturve, 2018; Ong et al., 2014), ensaio de 5-carboxifluoresceína 

diacetateacetoximetil éster (CFDA-AM) (Lammel & Sturve, 2018) e 

2',7'diclorofluoresceína (DCF) (Kroll & Hendrik, 2012). Além disso, as interferências 

podem ser cumulativas quando, por exemplo, dois ensaios fluorométricos são utilizados 

nas mesmas células para quantificar um ponto final único.  

A avaliação da toxicidade das NPs de TiO2 não é uma questão trivial. Portanto, 

os pesquisadores precisam usar sempre que possível protocolos validados para testes 

de irritação da pele, corrosão e fototoxicidade com modelos de pele equivalente. Deve-

se aplicar concentrações que imitam situações reais, mas ao mesmo tempo 

concentrações abaixo dos níveis de interferência. Sempre que é possível, introduzir 

centrifugação, várias lavagens ou até mesmo remover os sobrenadantes são 

abordagens recomendadas para reduzir a interferência. Acreditamos que, com 

procedimentos eficazes de lavagem, podemos esperar que as NPs não possam interagir 

de maneira eficaz e suficiente com o MTT, de maneira que não possa alterar 

significativamente os resultados, no entanto, precisamos levar em consideração que 

essa abordagem introduz outra preocupação com a caracterização da exposição e as 

métricas de dose aplicadas. As retomadas das adaptações dos ensaios devem ser 

verificadas caso a caso, com uma série de experimentos de controle para cada NP para 

obter dados confiáveis sobre a nanotoxicidade. Sugerimos também a realização de 

testes complementares, como avaliação de citocinas, histopatologia e avaliação da 

integridade da membrana celular, através da detecção da resistência elétrica 

transepitelial (TEER), sempre trabalhando com controles específicos. 
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Há muito tempo, a comunidade de nanotoxicologia abordava questões técnicas, 

como questões de dosagem, estado de agregação dos materiais em função do tempo. 

Acreditamos que para fornecer uma avaliação realista dos riscos das NPs, é necessário 

identificar as principais características físico-químicas que podem prever resultados 

toxicológicos, trabalhar com condições de exposição que imitam uma situação real e 

caracterizar as NPs e suas interações com sistemas biológicos (exemplo: proteína 

corona, sua capacidade transformacional no sistema biológico). Alterações muito sutis 

nas propriedades das NPs podem alterar completamente a proteína corona que é 

absorvida pelas NPs, resultando em mudanças surpreendentes in vivo. Como o grau de 

interferência pode ser relevante, dependendo das propriedades ópticas das NPs, da 

estabilidade da NP, dos testes de citotoxicidade e do tipo de teste de ponto de 

extremidade fluorométrico, recomenda-se o uso de mais de um ensaio in vitro (por 

exemplo, a citometria de fluxo é considerada o método com menos interferência com as 

NPs), especificamente com diferentes métodos de detecção e usar controles adequados 

(como controles negativos, seria aconselhável testar separadamente os agentes 

dispersantes usados como estabilizadores das NPs nas mesmas condições). Materiais 

de referência adequados são necessários em estudos toxicológicos e devem ser feitos 

esforços para avaliar mais do que a viabilidade celular (ex: ciclo celular) (Singh et al., 

2019). 

 

3.5 Conclusão 

 
Considerando os dados obtidos por essa revisão sistemática, as NPs de TiO2 

foram consideradas não irritantes, corrosivas e não fototóxicas no modelo de pele 

equivalente, independentemente do tipo cristalino e do tamanho das NPs estudados. 

Podemos concluir que os modelos de pele equivalente podem ser usados para testar o 

efeito do risco das NPs de TiO2, no entanto, enfatizamos a necessidade de protocolos 

padronizados com procedimentos de lavagem eficientes para remover as NPs da 

superfície do modelo de pele equivalente, com o intuito de evitar possíveis interferências 

das NPs de TiO2 com o ensaio. 
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CAPÍTULO II 
 
 
 

Desenvolvimento de modelo de epiderme humana 
reconstruída  
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4. Capítulo II: Desenvolvimento da epiderme reconstruída  
 
 
 

4.1 Introdução 
 

Como se sabe, a pele é a barreira mais externa entre o corpo humano e o meio 

ambiente e, portanto, está diariamente exposta a diferentes substâncias. Os produtos 

cosméticos são frequentemente aplicados na pele, e o potencial de um produto ou 

ingrediente causar irritação ou corrosão na pele deve ser cuidadosamente avaliado como 

parte do processo geral de avaliação de segurança (Díez-Sales, et al., 2018).  

Avaliar a segurança de um produto cosmético não é trivial, pois depende de como 

esse produto é utilizado pelo consumidor, e isso influencia diretamente na quantidade de 

substância que pode ser absorvida pela pele ou mucosa. Foi observado que devido ao 

impacto irritante de alguns produtos ou substâncias, concentrações muito altas geram 

reações falso-positivas e podem potencialmente sensibilizar os consumidores, enquanto 

concentrações muito reduzidas causam resultados falso-negativos (Nigam et al., 2009; 

Vaibhav et al., 2021; Luz et al.,2022).  

Na Europa, os cosméticos são avaliados quanto à segurança com base na 

avaliação de cada ingrediente individual. De acordo com o Artigo 3 do Regulamento de 

Cosméticos, um produto cosmético disponível para compra deve ser seguro para a 

saúde humana quando usado em condições normais ou razoavelmente previsíveis 

(Vinardell MP and Mitjans M, 2017). 

Uma das responsabilidades do Comitê Científico de Segurança do Consumidor 

(SCCS) é recomendar um conjunto de diretrizes para que as indústrias de cosméticos 

considerarem ao desenvolver estudos para uso na avaliação de segurança de 

substâncias cosméticas (Vinardell MP and Mitjans M, 2017).  

Na década de 1980, com o intuito de avaliar se essas substâncias poderiam 

causar irritação dérmica, foi desenvolvido o teste Draize, que é um teste in vivo que utiliza 

coelho (Draize, J, et al., 1944). Esse teste foi implementado como teste diretriz 404 na 
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Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE) (OECD, 1988), e 

na década de 1990, também foi incluído nas normas ISO 10993 (ISO, 2010). Entretanto, 

devido às limitações dos resultados quando comparado com humanos, e principalmente 

devido as preocupações em relação ao bem-estar animal, o teste Draize foi 

progressivamente substituído por métodos alternativos in vitro, com o intuito de reduzir, 

refinar e substituir a experimentação animal (Russell, et al., 1959; Percie et al., 2020). A 

partir de março de 2013, foi oficialmente banido a utilização de animais para testar 

produtos cosméticos, na União Europeia. Desde então, as empresas dessa área têm o 

desafio de desenvolver seus produtos sem utilizar os tradicionais estudos toxicológicos 

em animais.  

Como método alternativo, foram então desenvolvidos os modelos de pele 

equivalente, que mimetizam as propriedades histológicas, morfológicas, bioquímicas e 

fisiológicas das diferentes camadas da pele humana (Debels, et al., 2015; Caddeo e 

Sartori, 2017).  

Em 2010, foi desenvolvido pela OECD, o guia de irritação cutânea em modelos 

de epiderme humana reconstruída (Reconstructed Human Epidermis – RhE) (OECD - 

TG 439). Esse guia, preconiza o potencial irritante baseado na viabilidade dos tecidos 

utilizando o ensaio de MTT. Desde a sua criação, alguns modelos foram validados e são 

comercializados, seguindo os requisitos de qualidade e reprodutibilidade, como os 

modelos da EpiSkinTM (EpiSkin Research Institute,Lyon, França), SkinEthicTM (EpiSkin 

Research Institute), EpiDermTM (MatTech Co., Ashland, MA, EUA), entre outros (Moniz, 

et al., 2020). 

No Brasil, um importante passo foi dado quando a Sociedade Científica Brasileira 

e o Congresso Nacional se empenharam para termos um marco regulatório de proteção 

aos animais para fins científicos. Atualmente, ainda existe uma grande burocracia em 

relação a importação de tecidos comerciais, e no Brasil, o único modelo comercializado 

é o modelo de RHE da Episkin, no entanto, eles utilizam lotes de células importadas para 

a sua produção. Portanto, é de extrema importância não dependermos dos modelos 

importados, e sim termos a competência nacional de produzir os nossos próprios 
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modelos. Precisamos ser capacitados em disseminar o conhecimento na temática de 

métodos alternativos ao uso de animais, assim como ofertar, no âmbito dos laboratórios 

integrantes da Rede, serviços para ensaios toxicológicos utilizando metodologias 

alternativas ao uso de animais. Protocolos internos para a construção desses modelos 

tridimensionais são necessários e vem sendo desenvolvidos por alguns grupos de 

pesquisa. Contudo, eles precisam ser validados para parâmetros específicos, como a 

irritação e corrosão (De Vecchi et al., 2018). 

Assim, objetivamos implementar e avaliar a proficiência do modelo de epiderme 

humana reconstruída do Grupo Boticário em relação ao potencial de irritação, bem como 

utilizar esse modelo para avaliar a toxicidade de NPs de TiO2. 

 

4.2 Metodologia  

 
4.2.1 Construção dos modelos de pele de espessura total e RHE 

 
4.2.1.1 Construção do modelo de pele de espessura total (derme e epiderme) 
 

Culturas primárias de fibroblastos dérmicos humanos e de queratinócitos 

dérmicos humanos foram utilizados. No treinamento fornecido pelo Grupo Boticário, as 

células utilizadas foram fornecidas por Cascade Biologics. Quando as peles foram 

desenvolvidas no INMETRO, foram utilizados lotes de células cedidas pelo Banco de 

Células do Rio de Janeiro (BCRJ). 

Após descongelamento, os fibroblastos foram mantidos em meio de cultivo 

DMEM (Meio Eagle modificado por Dulbcecco, Gibco), suplementado com 10% de SFB 

(Soro Fetal Bovino, Gibco) e os queratinócitos foram mantidos em meio Epilife (Gibco) 

suplementado com os fatores de crescimento para queratinócito, e ambas as culturas 

foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO2. 
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Para a construção do modelo de espessura total, foi realizada a expansão das 

células até a passagem 5, após o descongelamento. Em seguida, foi realizada a 

formação da derme e posteriormente da epiderme, como mostrado na figura 7. As peles 

foram nutridas por meio de diferenciação e mantidas na interface ar-líquido por 11 dias 

para que estivessem em condições adequadas para a realização do teste de irritação 

cutânea in vitro. Todos os experimentos de pele de espessura total foram realizados em 

triplicata. 

 

 

Figura 7. Esquema da construção do modelo de pele equivalente  

Imagem adaptada de: https://smart.servier.com 

 

4.2.1.2 Construção do modelo de epiderme humana reconstruída (RHE) 
 

O modelo de RHE foi produzido utilizando queratinócitos primárias de 3 diferentes 

empresas. Foram utilizados 4 lotes de células cedidas pelo Banco de Células do Rio de 

Janeiro (BCRJ), codificadas como nh-skp-KT0084, nh-skp-KT0090, nh-skp-KT0015 e 

nh-skp-KT0009, 2 lotes de células adquiridas da Gibco (ref: C0015C, lote: 2437268) e 1 
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lote de células cedidas pela Faculdade de Medicina de Petrópolis/UNIFASE, codificada 

como hKT MB 04. Todas as células ficaram acondicionadas em ampolas para 

congelamento e mantidas em nitrogênio líquido. Após descongelamento, as células 

foram expandidas em frascos de cultura celular de 25 e/ou 75 cm2.  

O meio de cultura KGM (Meio de crescimento para queratinócito, Lonza, Cat. 

0000444755) suplementado com os fatores de crescimento para queratinócito, foram 

utilizados para cultivar os queratinócitos cedidos pelo BCRJ e pela UNIFASE, e para 

cultivar os lotes de queratinócitos adquiridas da Gibco, foi utilizado o meio EPILIFE (Meio 

de crescimento para queratinócito, Gibco, Cat. 232345). Após plaqueadas, as células 

foram mantidas em uma incubadora umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO2, à 

temperatura de 37°C.  

A avaliação de senescência foi realizada utilizando o kit de coloração histoquímica 

de células senescentes da Sigma (Cat. CS0030). Todas as imagens de morfologia 

celular em monocamada foram obtidas em um microscópio óptico invertido (Nikon 

Eclipse TS100), utilizando o programa de imagens (Leica Appications Suites – LAS EZ). 

As imagens de histologia do modelo pele foram obtidas em um microscópio óptico 

invertido da Zeiss Axiovert, utilizando o programa Zeiss AxionVision. 

Para análises histológicas, os tecidos foram fixadas com formaldeído 4%, 

emblocados em parafina e as lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina. 

 

4.2.2 – Teste de irritação segundo o TG 439 da OECD 
 

 Para a realização do teste de irritação cutânea, o protocolo da OECD 439: In 

vitro skin irritation: reconstructed human epidermis test method, 2019, foi utilizado como 

base. O teste de irritação foi feito utilizando as 10 substâncias químicas descritas pelo 

Guia da OECD 439. Como controle positivo foi utilizado o Dodecil sulfato de sódio (SDS), 

e como controle negativo a Solução Salina Tamponada com Fosfato (PBS), e a pele sem 

tratamento. Para as substâncias líquidas, foram utilizados um volume fixo de 40uL, e 

para as substâncias sólidas foram utilizados 10mg sobre a superfície de cada pele 



75 
 
 

reconstruída (RHS), nas peles sem tratamento, foi adicionado apenas água deionizada. 

Após 42 minutos de exposição, as peles foram cuidadosamente lavadas com pelo menos 

20mL de PBS. O PBS foi totalmente removido com o auxílio da pipeta, e o meio de pele 

da parte inferior foi trocado, e as peles foram incubadas por mais 42 horas. 

A viabilidade celular foi avaliada com o indicador MTT (Thiazolyl Blue 

Tretazolium Bromide - Sigma). A solução de MTT (500 µL) na concentração de 1 mg/mL, 

foi adicionado em cada poço e mantido em contato com as peles por 3 horas, na ausência 

de luz, a 37°C e 5% de CO2. Após incubação, a epiderme foi imediatamente 

acondicionada em Isopropanol (Merck) durante 16-18 horas, sob refrigeração. A leitura 

da absorbância foi mensurada em 570nm utilizando um espectrofotômetro (SoftMax Pro 

5.4). O percentual de viabilidade celular para cada amostra testada foi calculado em 

relação ao controle sem tratamento. A substância foi considerada não irritante se 

viabilidade celular em relação ao controle fosse ≥ 50%, e a substância foi considerada 

irritante se a viabilidade celular em relação ao controle fosse < 50%. 

 

4.2.3 Avaliação da toxicidade de NPs de TiO2 

 

4.2.3.1 Análise do potencial de irritação e citotoxicidade de NPs de TiO2 

 
 

Os testes de irritação e de citotoxicidade foram feitos utilizando duas diferentes 

concentrações de NPs de TiO2, 10 µg/mL e 100 µg/mL. Como controle positivo foi 

utilizado o Dodecil sulfato de sódio (SDS), e como controle negativo a Solução Salina 

Tamponada com Fosfato (PBS), e a pele sem tratamento. Foram adicionados um volume 

fixo de 40uL de cada amostra sobre a superfície do modelo de pele humana reconstruída 

(RHS), nas peles sem tratamento, foi adicionado apenas água deionizada. Para 

avaliação do potencial de irritação foi utilizado um tempo de 42 minutos de exposição, 

enquanto para a avaliação da citotoxicidade, foi utilizado um tempo de 48 horas de 

exposição de NPs. Após esses tempos, as peles foram cuidadosamente lavadas com 
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pelo menos 20mL de PBS. O PBS foi totalmente removido com o auxílio da pipeta, e o 

meio de pele da parte inferior foi trocado, e as peles foram incubadas por mais 42 horas. 

A viabilidade celular foi avaliada da mesma forma como descrito na sessão 4.2.2. Esse 

estudo foi realizado em triplicata de pele, de um único experimento (modelo de RHE 

construída com o lote de células cedido pele UNIFASE). 

 

4.2.3.2 Microscopia Eletrônica de Varredura 

 
Para o preparo das amostras para visualização no MEV, foi utilizado como 

substrato condutor o ouro. Inicialmente, os modelos de RHE construída com o lote 

de células cedida pele UNIFASE, e expostas a NPs de TiO2 por 48 horas, foram 

aderidas em fita de carbono no suporte de amostras para MEV (stubs). As amostras 

foram observadas em um Microscópio Eletrônico de Varredura FEI Quanta FEG 450 

(FEI, Eindhoven, Holanda), equipado com uma unidade EDS (EDAX), e operando 

com um potencial de aceleração de 10 kV. A identificação de elementos presentes 

na amostra foi realizada através do software Genesis (do sistema EDAX EDS).  

 

4.3 Resultados 

 

4.3.1 Treinamento para a construção do modelo de espessura total, com epiderme 

e derme (desenvolvida nos laboratórios do Grupo Boticário) 

 
4.3.1.1 Avaliação da irritação cutânea in vitro  
 

O primeiro modelo desenvolvido pelo Grupo Boticário foi o modelo de espessura 

total, com epiderme e derme. A análise do desempenho do modelo de espessura total 

pelo teste de irritação cutânea, pode ser realizada seguindo as diretrizes da OECD 439 

(OECD No.439, 2019), que utiliza o ensaio de MTT, o qual permite observar e diferenciar 
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substâncias irritantes das potencialmente não irritantes. O princípio desse ensaio é medir 

a viabilidade celular do modelo de pele equivalente pela conversão enzimática do corante 

vital MTT em um sal de azul de formazana, que é medido quantitativamente após a 

extração dos tecidos. As substâncias químicas irritantes são identificadas por sua 

capacidade de diminuir a viabilidade celular em 50% ou mais, já as substâncias químicas 

que reduzem a viabilidade celular em menos de 50% são consideradas não irritantes.  

Um teste preliminar de irritação foi realizado em triplicata utilizando três grupos 

experimentais: o controle positivo (SDS 5%), controle negativo (HBSS) e sem tratamento. 

Observamos que o modelo de pele equivalente tratado com o controle positivo não foi 

capaz de converter o MTT em azul de formazana. Por outro lado, as peles sem 

tratamento ou expostas à substância não irritante, o HBSS, produziram a formazana e 

apresentaram coloração arroxeadas, como é possível observar na figura 8A. Esses 

resultados foram confirmados pela porcentagem da viabilidade celular e pelas imagens 

histológicas (Figura 8B e 8C). Os valores de viabilidade foram normalizados em relação 

ao controle sem tratamento.  
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Figura 8. Modelo de pele de espessura total (epiderme e derme) desenvolvida nos laboratórios do Grupo 

Boticário(A) Imagem fotográfica dos modelos de pele de espessura total após o teste de irritação utilizando 

o indicador MTT. (B) Porcentagem da Viabilidade celular após o tratamento com os controles (negativo e 

positivo), normalizados em relação ao controle sem tratamento. A linha em vermelho indica o limiar entre 

as substâncias que são consideradas não irritantes (maior que 50%) ou irritantes (menor que 50%). (C) 

Imagens de histologia. 

 

 Nas imagens histológicas, é possível observar a morfologia dos modelos de pele 

nos controles testados. No controle sem tratamento e no controle positivo a morfologia 

da pele está intacta, com uma epiderme e derme estratificada e bem diferenciada, 

enquanto no controle negativo pode-se observar uma epiderme e derme totalmente 

afetada. 

Esses resultados confirmam que o modelo de espessura total respondeu de 

forma satisfatória ao teste de irritação, conseguindo distinguir, adequadamente, a 

substância não irritante da irritante.  
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4.3.2 Construção do modelo de pele de espessura total nos laboratórios do 

INMETRO  

 

O primeiro passo para a construção do modelo de pele equivalente é 

descongelar e expandir as células para que se tenha um número total de células 

suficientes para a construção do modelo. Como mencionado, os fibroblastos foram 

cultivados em meio DMEM High suplementado com 10% de SFB, enquanto os 

queratinócitos foram cultivados utilizando o meio KGM suplementados com os fatores de 

crescimento para queratinócitos. Através das imagens de microscopia óptica foi possível 

observar que as culturas estavam viáveis, com uma boa morfologia e com uma boa 

capacidade proliferativa. Os fibroblastos mantiveram uma morfologia alongada 

característica e os queratinócitos estavam fusiformes e proliferativos (figura 9). 

Figura 9. Imagens das culturas de células em monocamada, obtidas por microscopia óptica. (A) 

Fibroblastos e (B) queratinócitos. 

 

Após expansão celular, a primeira etapa para a formação da pele é a construção 

da derme. Os fibroblastos são adicionados em placas de 12 poços contendo transwell, e 

são levados para uma etapa de irradiação UV, utilizando um comprimento de onda fixo 

de 340 nm, com o intuito de controlar o crescimento dos fibroblastos e reduzir a contração 

do colágeno. A epiderme é construída acima da derme com a adição dos queratinócitos, 
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e são necessários de 10 a 12 dias para a formação completa da pele. Em seguida, os 

modelos de peles foram lavados para a histologia para confirmamos se a construção do 

modelo de pele de espessura total foi realizada com sucesso. Uma amostra foi fixada em 

parafina e a outra foi fixada por criopreservação, para tentarmos observar por qual 

protocolos os cortes ficariam melhor (figura 10).  

 
Figura 10. Imagem de histologia dos modelos de pele de espessura total desenvolvida nos laboratórios 
do INMETRO (A) Fixado por parafina e por (B) criopreservação. 

 

Como observado nas imagens de histologia, em ambos os casos a pele não 

estava totalmente formada, e aparentemente só houve formação da epiderme. Por esse 

motivo, começamos a investigar qual poderia ter sido o problema para a não formação 

da pele, uma vez que todas as etapas foram realizas. Após algumas investigações, 

descobrimos que o problema não estava na manipulação e sim na etapa de irradiação 

das amostras no UV. Aparentemente o nosso equipamento (Q-Sun) tinha sido ajustado 

de forma correta, no entanto, descobrimos que ele apresenta um comprimento de onda 

fixo em 340nm e a do Grupo Boticário trabalha com um espectro total de 300 a 800nm 

(Sun-test). Por esse motivo, não conseguimos dar continuidade a construção da pele 

utilizando o nosso equipamento. 
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 4.3.3 Construção do modelo de epiderme humana reconstruída (RHE) nos 

laboratórios do INMETRO e avaliação da proficiência em relação ao potencial de 

irritação 

 

No período em que estávamos fazendo nossos testes, o Grupo Boticário 

desenvolveu um modelo de pele só com epiderme (epiderme humana reconstruída - 

RHE). Esse modelo, além de ter um custo reduzido por utilizar apenas um tipo celular, é 

o modelo recomendado pela OECD 439 para testes de irritação. Como esse modelo não 

apresentava a camada dérmica, consequentemente não precisava da etapa de 

irradiação. Desta forma, o Grupo Boticário fez a transferência de tecnologia deste 

modelo, para verificarmos a eficiência do modelo em relação ao seu potencial de 

irritação. Na primeira tentativa da construção do modelo de RHE, foram feitas apenas 5 

peles, com o intuito de avaliar a pele por histologia (2 peles) e fazer um teste preliminar 

de irritação apenas com controles: controle negativo (PBS), controle positivo (SDS) e 

sem tratamento (figura 11). 
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 Figura 11. Primeiro modelo de epiderme humana reconstruída (RHE) desenvolvida nos laboratórios do 

INMETRO. (A) Imagem das peles sem os insertos. (B) Imagem dos modelos de RHE após o teste de 

irritação utilizando o indicador MTT. (C) Viabilidade celular dos modelos de pele equivalente após o 

tratamento com os controles (negativo e positivo), normalizados em relação ao controle sem tratamento. 

A linha em vermelho indica o limiar entre as substâncias que são consideradas não irritantes (maior que 

50%) ou irritantes (menor que 50%). (D) Imagem de histologia da RHE. 

 

A imagem de histologia confirmou a construção de uma RHE com pelo menos 4 

camadas de células e estrato córneo. Após esse ensaio piloto, conseguimos dar 

continuidade ao teste de proficiência do modelo RHE quanto ao potencial de irritação, 

seguindo o guia 439 da OECD. Na tabela 5 é possível observar as 10 substâncias 

químicas necessárias para demostrar a proficiência do modelo, sendo 5 substâncias não 

irritantes e 5 irritantes. 

 

Tabela 5. Substâncias químicas utilizados para proficiência do modelo. 
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Os próximos modelos de RHE construídos, foram feitos em quantidades 

superiores para realização de experimentos completos de proficiência em relação ao 

potencial de irritação (10 químicos e controles) em triplicata. Vale ressaltar que nesta 

tabela se encontra a numeração de cada substância química que será utilizado nos 

resultados seguintes.  

Na figura 12 está representado o primeiro teste de irritação completo, com as 10 

substâncias químicas e com os controles (teste de irritação 1), mostrando a viabilidade 

dos modelos de RHE após 42 minutos de exposição às substâncias química, e a imagem 

de histologia do controle sem tratamento.  
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Figura 12. Teste de irritação1. (A) Viabilidade celular dos modelos de RHE após o tratamento com as 

substâncias, por 42 minutos. A linha em vermelho indica o limiar entre as substâncias que são 

consideradas não irritantes (maior que 50%) ou irritantes (menor que 50%). (B) Imagem de histologia da 

RHE. 

 

Como mencionado anteriormente, as substâncias são classificadas como não 

irritantes se apresentarem viabilidade celular maior ou igual a 50% e irritantes se a 

viabilidade for menor que 50%, e a densidade óptica ideal é superior a 0,8, de acordo 

com a OECD, uma vez que nosso modelo se assemelha ao modelo SkinEthicTMRHE. 

Nesse primeiro experimento, obtivemos uma densidade óptica de 0,824 para o controle 
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sem tratamento, que foi utilizado para normalizar os valores de viabilidade das peles 

utilizadas com controle positivo, negativo e de todas as peles tratadas com as 

substâncias. Ao observar o resultado de viabilidade celular do nosso modelo de RHE, 

vemos que o modelo respondeu conforme o esperado no que se refere às substâncias 

irritantes. Porém, para as substâncias não irritantes, duas das cinco substâncias, a 

substância 1 (Naphthalene acetic acid) e a substância 2 (isopropanol), apresentaram 

viabilidade menor que 50%, e, portanto, elas seriam consideradas irritantes.  

O resultado do segundo teste de irritação teve um comportamento semelhante ao 

teste de irritação 1. Entretanto, o valor de densidade óptica do controle sem tratamento 

foi de 0,788, ficando abaixo do recomendado (0,8). Os valores de viabilidade de todas 

as peles tratadas, tanto com as substâncias irritantes quanto as não irritantes, foram 

menores do que no teste de irritação 1. Desta forma, além das substâncias 1 e 2 se 

comportarem como irritantes, a substância 4 (Heptyl butyrate) que é uma substância não 

irritante, também apresentou viabilidade inferior a 50% se comportando como irritante 

(Figura 13).  
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Figura 13. Teste de irritação 2. (A) Viabilidade celular dos modelos de RHE após o tratamento com as 

substâncias, por 42 minutos. A linha em vermelho indica o limiar entre as substâncias que são 

consideradas não irritantes (maior que 50%) ou irritantes (menor que 50%). (B) Imagem de histologia da 

RHE. 

 

Esse resultado sugere que o estrato córneo formado desse modelo não foi 

suficiente para proteger as camadas vivas da pele, e, portanto, nosso protocolo precisa 

de constantes otimizações visando melhorar a função de barreira do estrato córneo. 
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Sabe-se que o tempo de cultura dos modelos de RHE na interface ar-líquido influência 

na proliferação e diferenciação das células. Quanto mais tempo na interface ar-líquido, 

considerando condições ótimas de meio e condições de cultivo, mais as células da 

camada basal de proliferam e se diferenciam. Desta forma, com o passar do tempo as 

camadas do estrato córneo vão se acumulando e se tornam mais espessas, uma vez 

que não existe descamação nos modelos in vitro. Assim, quanto mais espesso o estrato 

córneo, maior a proteção das camadas basais contra a ação de substâncias nocivas a 

pele.  

Os testes de irritação 3 e 4, obtiveram densidades ópticas muito baixas, de 0,285 

e 0,425, respectivamente, sendo um indicativo de que as peles não estariam totalmente 

completas ou apresentavam poucas camadas. Esses resultados foram confirmados 

pelas imagens de histologia (Figura 14). 

 

 

 

Figura 14. Teste de irritação 3 e 4. (A) Viabilidade celular dos modelos de RHE, do teste de irritação 3 e 

(B) imagem histologia do controle desse teste. (C) Viabilidade celular dos modelos de RHE, do teste de 
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irritação 4 e (B) imagem histologia do controle desse teste. A linha em vermelho indica o limiar entre as 

substâncias que são consideradas não irritantes (maior que 50%) ou irritantes (menor que 50%).  

 

Como foi observado os modelos de RHE construídos não apresentaram 

reprodutibilidade, possivelmente devido a variabilidade dos lotes de células primárias. 

Para contornar esta questão foram adquiridos 2 novos lotes de células da Gibco. 

Entretanto, durante a expansão celular, foi observado que as células estavam com 

morfologia característica de uma cultura de queratinócitos, epitelióide e estavam em 

colônias. Além disso as células apresentaram um crescendo anormal, e só após 2 

semanas do início do cultivo atingiu-se a confluência de aproximadamente 75%. Mesmo 

com essa observação, demos continuidade a manutenção das células com o intuito de 

avaliar se após a primeira passagem as células recuperariam o comportamento 

esperado. Entretanto, o mesmo resultado foi observado, a cultura não estava expandindo 

como esperado. Com o intuito de observar se o atraso no crescimento poderia estar 

associado a presença de células senescentes, foi realizado um ensaio de histoquímica 

com marcação de células destas células. Através das imagens de microscopia óptica, 

observamos que a maioria das células estavam coradas de azul, e, portanto, 

confirmando o estado de senescência (Figura 15). 

 

 

Figura 15. Imagens de microscopia óptica: Histoquímica com marcação de células senescentes. 



89 
 
 

 

Acreditamos que a falta de reprodutibilidade dos lotes das células obtidas possa 

decorrer de variações durante a execução do protocolo original de isolamento ou mesmo 

da característica dos doadores. Portanto, parece premente a necessidade de protocolos 

validados para a produção dos masterbanks de células a serem utilizadas neste tipo de 

ensaio posto que a inconsistência na produção dos modelos equivalentes de pele ou 

epiderme resultam no desperdício de recursos financeiros e tempo, além de contribuir 

para controvérsia na literatura e insegurança junto aos reguladores.  

  O Boticário avaliou o efeito do tempo, 7 a 10 dias, de exposição da cultura na 

interfase ar-líquido (tempo de diferenciação) na construção do modelo de RHE (figura 

16). 

 

Figura 16. Imagens de histologia do modelo de RHE em diferentes tempos de diferenciação.  

(Imagem cedida pelo Grupo Boticário) 

 

Como é possível observar na figura 16, as peles construídas com 8 e 9 dias de 

diferenciação possuíam mais camadas viáveis de células do que nos outros dias. 

Portanto, a partir destes resultados, o protocolo foi novamente otimizado para ser 
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construído com 8 ou 9 dias de diferenciação ao invés de 11 dias, como estava sendo 

utilizado anteriormente.  

Após o estabelecimento deste protocolo e com o intuído de confirmar o efeito da 

variabilidade dos lotes de células, conseguimos um lote de queratinócitos na Faculdade 

de Medicina de Petrópolis – UNIFASE. Esse lote de célula foi obtido e processado, 

seguindo um protocolo próprio do laboratório. Na figura 17, encontra-se o resultado do 

último teste de irritação realizado até o momento (teste de irritação 5), utilizando o 

protocolo de 9 dias de diferenciação. 
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Figura 17. Teste de irritação 5. (A) Viabilidade celular dos modelos de RHE após o tratamento com as 

substâncias, por 42 minutos. A linha em vermelho indica o limiar entre as substâncias que são 

consideradas não irritantes (maior que 50%) ou irritantes (menor que 50%). (B) Imagem de histologia da 

RHE.  

 

Observamos um modelo de RHE com múltiplas camadas e um estrato córneo 

bem formado, o que proporcionou uma densidade óptica obtida nesse modelo superior 

aos outros modelos construídos anteriormente, com uma DO de 0,949. Também 

observamos o mesmo comportamento quanto ao percentual de viabilidade, ou seja, o 

mesmo efeito dos produtos químicos testados, para cada preparação realizada, o mesmo 



92 
 
 

perfil de resposta foi proporcionado por cada composto. Até o momento não 

conseguimos identificar uma explicação plausível para o fato de duas substâncias 

classicamente não irritantes se comportarem como irritantes. Contudo, a imagem de 

histologia confirma os resultados obtidos pelo Grupo Boticário no estudo com diferentes 

tempos de diferenciação.  

 

4.3.3.1 Avaliação da toxicidade das NPs de TiO2 no modelo de RHE 
 

Para este estudo, as NPs de TiO2 na fase cristalina rutilo foram adquiridas 

comercialmente e utilizadas de forma a mimetizar as NPs empregadas em protetores 

solares. A caracterização físico-química dessas NPs em meio aquoso e em meio de 

cultivo KGM, após dispersão, foram previamente descritos (Sanches, et al., 2019). 

Para avaliar a toxicidade das NPs de TiO2, utilizamos o mesmo protocolo do teste 

de irritação para substâncias químicas. Nesse ensaio, utilizamos dois diferentes tempos 

de exposição, 42 minutos, que é o mesmo tempo utilizados para avaliar a o potencial de 

irritação das substâncias químicas e 48 horas, que foi o tempo utilizado nos estudos 

anteriores, em duas diferentes concentrações, 10 µg/mL e 100 µg/mL (Figura 18). 
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Figura 18. Avaliação da toxicidade de NPs de TiO2. (A) Viabilidade celular dos modelos de RHE após 

exposição de 10 µg/mL e 100 µg/mL de NPs de TiO2, por 42 minutos e 48 horas. A linha em vermelho 

indica o limiar entre as substâncias que são consideradas não irritantes (maior que 50%) ou irritantes 

(menor que 50%). (B) Imagens de histologia dos modelos de RHE do controle e após exposição de 10 

µg/mL e 100 µg/mL de NPs de TiO2, por 48 horas. 

 

De acordo com esse resultado, não houve diferenças significativas na viabilidade 

das peles tratadas com as diferentes concentrações de NPs de TiO2, e nos dois tempos 

estudados. As imagens de histologia após 48 horas de exposição, que foi o tempo 

máximo de exposição, confirmam os resultados de viabilidade, corroborando resultados 

prévios de que as NPs de TiO2 não são irritantes nem causam toxicidade na pele, bem 

como não alteram a estrutura morfológica da pele, mesmo em grandes concentrações. 

 A Microscopia Eletrônica de Varredura acoplada ao Detector de espectroscopia 

de raios X por energia dispersiva (EDS) permitu avaliar a morfologia e a possível 
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presença de NPs de TiO2 nos modelos de RHEs expostos a diferentes concentrações 

de NPs (Figura 19).  

 

Figura 19. Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura acoplados a EDS dos modelos de RHE 

expostas a diferentes concentrações de NPs de TiO2. (A) Controle, (B) 10 µg/mL e (C) 100 µg/mL. 
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Ao lado de cada imagem de Microscopia Eletrônica de Varredura, estão os 

respectivos espectros de EDS mostrando a composição química presente na amostra. A 

presença de titânio não foi observada em nenhuma das amostras, apresentando 0% em 

todas as situações. Levando-se em consideração que a suspensão de NPs é exposta na 

superfície do modelo, foi realizado uma imagem apenas da superfície do modelo de RHE 

que foi exposta a 100 µg/mL de NP de TiO2, como é possível observar na figura 20.  

 

 

Figura 20. Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura acoplados a EDS da superfície do modelo de 

RHE expostas 100 µg/mL de NPs de TiO2 

 

De acordo com esse resultado, aparentemente não houve acúmulo de NPs TiO2 

na superfície dos modelos de RHE. Não é afirmar que houve internalização das NPs. A 

internalização poderá ser identificada em estudos adicionais utilizando Microscopia 

Eletrônica de Transmissão. 
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4.4 Discussão 

 

4.4.1 Construção e implementação do modelo de pele de espessura total 

 

O desenvolvimento de modelos de pele equivalente tem se tornado um grande 

desafio para diversos pesquisadores, levando-se em consideração seu uso como 

métodos alternativos aos animais, principalmente nas indústrias químicas e de 

cosméticos (Debels et al., 2015; Caddeo et al., 2017; Uwe, et al. 2019) . 

Nos últimos anos, diversos estudos têm sido realizados com o intuito de 

desenvolver métodos alternativos a experimentação em animais para os testes de 

irritação cutânea e ocular, e, portanto, muitas alternativas para a realização desses testes  

se encontram disponíveis, principalmente para os testes de Draize (Vinardell & Mitjans, 

2008; Mathes et al., 2014; Moniz, et al. 2020).  

Neste capítulo começamos demonstrando as etapas de aprendizagem da 

construção do modelo de pele de espessura total, formados por derme e epiderme, 

seguido de um teste preliminar de irritação utilizando um controle positivo, um negativo 

e um controle sem tratamento. Aparentemente, pelas imagens histológicas, o modelo de 

pele de espessura total do Grupo Boticário apresentou a histologia do modelo de pele de 

espessura total semelhante a pele humana nativa. O estrato córneo desses modelos 

deve sempre proporcionar uma função de barreira semelhante à da pele nativa, com o 

intuito de serem utilizados como uma valiosa ferramenta para a avaliação da toxicidade 

cutânea (Corsini et al., 2014; Molinari et al., 2013).  

O modelo de pele de espessura total do Grupo Boticário apresentou o 

comportamento esperado frente à exposição aos controles positivo e negativo, SDS e 

PBS, sugerindo que esse modelo possui um estrato córneo robusto, suficiente para 

resistir a penetração rápida de produtos químicos. As imagens de histologia confirmaram 

a robustez do estrato córneo assim como foi possível observar e diferenciar a derme da 

epiderme e suas diferentes camadas, tendo efeito do SDS ocorrido entre a derme e 

epiderme. A capacidade dos modelos de pele para distinguir entre produtos químicos 
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irritante e não irritantes também reflete na qualidade da função de barreira desses 

modelos (Chermnykh, et al. 2020; Justine e Simon, 2022).  

Contudo, não foi possível reproduzir esse modelo de espessura total nos 

laboratórios do INMETRO. A primeira dificuldade encontrada na construção desse 

modelo ocorreu na fase de irradiação de UV, onde não conseguimos reproduzir as 

condições de exposição à radiação UV adequadas e necessária como previsto no 

protocolo original. Após a formação da derme e antes da adição dos queratinócitos para 

a formação da epiderme, alguns pesquisadores utilizam em seus protocolos uma etapa 

de irradiação para controlar o crescimento dos fibroblastos, pela inativação da 

proliferação, evitando que estes se sobreponham ao crescimento e diferenciação dos 

queratinócitos. Vale ressaltar que essa etapa é utilizada para inativar ou reduzir a 

proliferação dos fibroblastos e não para a morte celular, tendo em vista que essa camada 

é utilizada como uma “camada alimentadora” e de sustentação para o crescimento e 

diferenciação dos queratinócitos.  

Maas-Szabowski et al. afirmaram que os fibroblastos humanos interrompem sua 

duplicação utilizando uma dose de irradiação de 70 Gy (Maas-Szabowski et al., 2003). 

Entretanto, foi demonstrado que qualquer dose variando entre 70 a 150 Gy, podem ser 

utilizadas sem alterações significativas na viabilidade, para a inativação dos fibroblastos, 

servindo como camada de sustentação para o desenvolvimento dos queratinócitos 

(Yoshito, 2011). Alguns pesquisadores também demonstraram a construção de modelos 

de pele equivalente sem a utilização da etapa de irradiação. No entanto, para a 

construção desses modelos que visam a associação de derme e epiderme, faz-se 

necessário a utilização de uma matriz extracelular, geralmente matrizes tridimensionais 

de colágeno, para evitar que os fibroblastos invadam os limites da epiderme (Ramasamy, 

et al., 2021).  

Devido as diferenças nos equipamentos de irradiação utilizados pelo Grupo 

Boticário e pelo INMETRO, tentamos implementar a construção do modelo de pele de 

espessura total utilizando diferentes doses de irradiação. Alternativamente. tentamos 

implementar a construção do modelo sem a utilização da irradiação, sempre com o 
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objetivo de reconstruir um modelo similar ao desenvolvido pelo Grupo Boticário. 

Entretanto, não tivemos sucesso e essas abordagens foram descartadas. 

 

4.4.2 Implementação do modelo de epiderme reconstruída (RHE) 
 

Como mencionado anteriormente, durante o tempo de implementação do modelo 

de pele de espessura total, com epiderme e derme no INMETRO, o Grupo Boticário 

desenvolveu um modelo de pele só com epiderme (epiderme humana reconstruída - 

RHE). Como esse modelo não apresentava a camada dérmica, consequentemente não 

precisava da etapa de irradiação. Portanto, houve a transferência de tecnologia deste 

modelo para o INMETRO, para verificarmos a eficiência do modelo em relação ao seu 

potencial de irritação. 

Os modelos RHE são os mais vendidos comercialmente, uma vez que são 

utilizados para avaliar um grande número de testes, como os testes de irritação, 

corrosão, genotoxicidade, fototoxicidade, administração de medicamentos 

transdérmicas, testes de sensibilização e metabolização da pele, enquanto os modelos 

conhecidos como modelos de Espessura Total (FT), que são os modelos constituídos 

por epiderme e derme, são geralmente usados para avaliar a eficácia de medicamentos 

(Mathes et al., 2014; Moniz et al. 2020). Entretanto, os testes de irritação e corrosão são 

considerados como as principais categorias para avaliar possíveis efeitos adversos na 

pele devido a exposição tópica a produtos químicos e cosméticos. As substâncias 

corrosivas danificam irreversivelmente a pele, enquanto as substâncias irritantes geram 

uma reação inflamatória local reversível, que é causada pelo sistema imunológico inato 

do tecido afetado. Alguns tipos de produtos químicos desencadeiam uma resposta 

irritante após repetidas exposições à mesma área da pele, e alguns produtos químicos 

podem causar irritação após uma única exposição. Por esse motivo, os requisitos 

regulatórios atuais concentram-se em avaliar o potencial de irritação aguda de 

cosméticos e produtos químicos para prevenir possíveis riscos.  
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Até o momento, 7 modelos de RHE foram oficialmente registados na OCDE. 

Assim como a pele nativa, o modelo de RHE é formada por um epitélio escamoso 

estratificado que se diferenciam e migram formando as camadas da epiderme. Sofrem 

progressivas mudanças no seu conteúdo e morfologia e, eventualmente há a 

transformação de células poligonais vivas em células achatadas mortas, denominado 

como estrato córneo (Wikramanayake, et al., 2014; Mathes et al., 2014; Moniz et al. 

2020). O primeiro modelo de RHE construído no INMETRO, mostrou ser similar aos 

desenvolvidos pelo Grupo Boticário, e com isso, conseguimos dar continuidade e avaliar 

o modelo em relação ao potencial de irritação, seguindo as diretrizes da OECD 439. 

Em relação aos modelos de RHE validados pela OECD 439, foi observado que a 

espessura entre os modelos de pele equivalente utilizados para avaliar a irritação 

dérmica variava. O modelo EpiDerm® apresenta uma epiderme variando entre 7 e 14 

camadas (83-100 µm) com um estrato córneo de 16 a 25 camadas (12-28 µm). O modelo 

Episkin™ apresenta uma epiderme variando de 7 a 10 camadas celulares (24-69 µm) e 

um estrato córneo de 15 a 24 camadas (17-37 µm), o modelo SkinEthic™, apresenta 

uma epiderme com 5 a 9 camadas de células (23-59 µm) e um estrato córneo com 14 a 

24 camadas (15-32 µm) (Anderson e Shive, 2012; OECD 2019). De acordo com a 

imagens histológicas, observamos que nosso modelo de RHE, quando apresentou 

densidade óptica superior a 0,8, mostrou ser similar ao modelo SkinEthic™, em relação 

ao número de camadas e espessura. 

Se observarmos os 5 lotes de peles desenvolvidas para o teste de irritação, 

independentemente se a pele foi totalmente desenvolvida ou não, é possível notar um 

mesmo perfil na viabilidade celular. A substâncias 1 (ácido naftaleno acético) e a 

substância 2 (isopropanol), em todos os experimentos de irritação, se comportaram como 

falso-positivos, uma vez que são substâncias não irritantes. Tentamos entender através 

da literatura o possível motivo dessas substâncias terem se comportado como falso 

negativo, contudo, encontramos apenas 1 artigo que demostrou em uma das três 

triplicatas de experimentos independentes, um valor da viabilidade inferior a 50% para o 

ácido naftaleno acético (Pedrosa et al., 2017). Acreditamos que o isopropanol, por ser 

uma substância líquida e ser muito permeável, possa ter passado pelas laterais dos 
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insertos e atingiu as camadas basais da pele, e por esse motivo, contribuiu para a 

diminuição da viabilidade.  

Com exceção dessas duas substâncias, observamos que o modelo de RHE 

construído nesse trabalho, quando apresentando uma densidade óptica superior a 0,8, 

exibia uma performance equivalentes às peles recomendadas pelos guias da OECD 439. 

Assim, o modelo aqui avaliado apresenta-se promissor para estudos que avaliem a 

segurança da pele em relação a substâncias químicas.  

Em geral, para a construção de modelos de pele equivalente, são utilizadas 

células isoladas de restos cirúrgicos de prepúcio de crianças, pois estas possuem um 

melhor potencial para expansão e diferenciação quando comparados de células oriundas 

de adultos. Sabendo-se deste fato, nosso trabalho foi todo desenvolvido com células de 

doadores de no máximo 7 anos de idade. Deste modo, a idade dos doadores não parece 

justificar o comportamento heterogêneo observado nos diferentes lotes/origens das 

células. 

Nossos resultados confirmaram a necessidade de se utilizar para a construção de 

modelos de pele equivalente, lotes de células processadas de forma correta, e seguindo 

minunciosamente os protocolos de processamento e condições de cultivo celular, tais 

como, congelamento, descongelamento, número de passagens, entre outras boas 

práticas, com o intuito de minimizar o risco de induzir alterações na produção e, 

consequentemente, causar respostas heterogêneas (Coecke et al., 2005; Carias et al., 

2018). Novamente, enfatizamos a importância de seguir padrões definidos para garantir 

que os dados resultantes sejam rigorosos e reprodutíveis. O Documento de Orientação 

sobre Boas Práticas do Método In Vitro (GIVIMP - Guidance Document on Good In Vitro 

Method Practices), foi desenvolvido com a finalidade de ajudar a reduzir as incertezas 

nas previsões de segurança química, derivadas de métodos in vitro baseados em células 

e tecidos. Com este intuito, eles fornecem dez aspectos importantes relacionados ao 

trabalho in vitro, entre elas, estão os papéis e responsabilidades; considerações de 

qualidade; instalações; aparelhos, materiais e reagentes; sistemas de teste; teste e 
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referência/ itens de controle; procedimentos operacionais padrão (POPs); desempenho 

do método; relatórios de resultados; armazenamento e retenção de registros e materiais. 

O desenvolvimento de modelos de RHEs vem sendo a alguns anos, um grande 

desafio para muitos pesquisados (Lemper et. al., 2014; Wikramanayake, et al., 2014; 

Mathes et al., 2014; Moniz et al. 2020). Levando-se em consideração que nosso país 

possui limitações alfandegárias, o domínio dessa tecnologia é de extrema importância 

com impacto na nossa soberania, representando um avanço não só para as indústrias 

cosméticas, mas também um avanço para entender melhor os processos biológicos da 

pele (De Wever et al., 2015 , Groeber et al., 2016 , Mewes et al., 2016) 

 

4.4.3 Avaliação da toxicidade de NPs de TiO2 

 

Anteriormente nosso grupo demonstrou a internalização de NPs de TiO2 (na fase 

cristalina rutilo) tanto nos queratinócitos quanto nos fibroblastos primários da pele 

humana, em monocamada (Sanches, et al., 2019). Desta forma, um dos intuídos desse 

projeto foi avaliar se as mesmas NPs de TiO2 alteravam a morfologia dos modelos de 

RHE e se podiam ser internalizas, levando-se em consideração que esses modelos 

superam as limitações dos modelos em monocamada (2D) e mimetizam as propriedades 

histológicas, morfológicas, bioquímicas e fisiológicas das diferentes camadas da pele 

nativa (Kim et al., 2016; Bo, et al. 2022). 

O estudo de internalização de NPs em modelos de pele tridimensional é de 

relevante, levando-se em consideração que a avaliação da toxicidade dessas NPs, 

disponíveis na literatura, utilizam o modelo in vitro em monocamada. Atualmente ainda 

existem pouquíssimos estudos da avaliação da toxicidade de NPs de TiO2 nos modelos 

de pele equivalente (Yurong Wang et al., 2015; Zhao et al., 2013; Abbasi-Oshaghi, 2019).  

Como mencionado anteriormente, existe uma grande contradição em relação ao 

efeito citotóxico das NPs de TiO2. Ao mesmo tempo que muitos estudos mostram que as 

NPs de TiO2 não geram toxicidade e não são irritantes, como demostrado no artigo de 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233317300747#bb0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233317300747#bb0050
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233317300747#bb0080
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revisão sistemática, outros estudos sugerem que as NPs de TiO2 induzem a liberação 

de EROs, levando à perda das funções vitais, podendo levar à morte celular (Carriere et 

al., 2016; Jacobs et al., 2010; Shi et al., 2013b; Tucci et al., 2013; Yuzhen Wang et al., 

2015; Zhao et al., 2013; Wu et al., 2020). 

Após a reprodução com sucesso do modelo de RHE, conseguimos avaliar a 

possível toxicidade das NPs de TiO2 utilizando o ensaio de MTT, assim como foi realizado 

para avaliar o potencial de irritação das substâncias químicas, em dois diferentes tempos 

de exposição, 42 minutos e 48 horas. Nossos resultados confirmam que não houve 

redução da viabilidade celular em quaisquer tempos estudados, tanto na avaliação de 

irritação 42 minutos, quanto na avaliação de toxicidade, 48 horas, mesmo na maior 

concentração, corroborando artigos prévios que avaliaram a irritação dérmica de NPs de 

TiO2 no artigo de revisão sistemática (Choi et al., 2014; Kim et al., 2016; Park et al., 2011; 

Miyani & Hughes, 2017). Esses resultados também foram confirmados pelas imagens de 

histologia e de Microscopia Eletrônica de Varredura, mostrando que não houve alteração 

na morfologia das peles nas diferentes concentrações de NPs. 

Alguns trabalhos mostram a interferência de NPs de TiO2 em muitos métodos de 

análise, e o ensaio de MTT, é um deles. A interferência das NPs de TiO2 é atribuída às 

propriedades de adsorção de luz da NP na mesma região espectral usada pelo MTT 

(Guadagnini et al., 2015b; Holder et al., 2012; Kroll & Hendrik, 2012; Lammel & Sturve, 

2018; Lupu & Popescu, 2013; Ong et al., 2014. A interferência acontece quando as NPs 

entram em contato direto com a solução de MTT, como acontece por exemplo em 

exposição de NPs em culturas de células em monocamada, que mesmo com muitas 

lavagens, para a remoção das NPs das membranas das células, grande parte das NPs 

permanece aderidas no plástico/poço. No caso dos modelos de pele equivalente, isso 

não ocorre, pois as peles ficam em insertos, e a exposição é feita em cima da pele. Após 

o tempo de exposição, as peles são lavadas 3 vezes, e a solução de MTT é adicionada 

no fundo do poço, e não sobre a pele, eliminando o contato do MTT, com as NPs. Após 

o tempo necessário para que ocorra a conversão enzimática do corante vital MTT em um 

sal de azul de formazana, as peles são removidas dos insertos e adicionadas na solução 

reveladora, no nosso caso, o isopropanol.  
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Além disso, mostramos que efetuamos eficientes etapas de lavagem, para 

remover as NPs de TiO2 da superfície das peles, de modo que não foi detectado nenhum 

sinal de NPs TiO2 nas análises de EDS, mesmo na concentração mais alta de NPs. 

Contudo, para observar se houve internalização de NPs, será necessário avaliar essas 

amostras por Microscopia Eletrônica de Transmissão. 

  

4.5 Conclusão  
 
 

Estes resultados sugerem que o modelo de RHE do grupo Boticário pode ser um 

modelo promissor para ensaios in vitro de irritação cutânea, assim como também para 

aplicações em outras áreas de pesquisa básica e aplicada como alternativa aos testes 

realizados em animais. A grande dificuldade observada neste trabalho, foi a dificuldade 

de utilizar lotes de células que proporcionassem a efetiva reconstrução da epiderme. As 

razões para essa variabilidade podem decorrer de diversos fatores coma falhas na 

padronização ou realização do método para isolamento e expansão celular. Este fato 

acarreta grande perda de tempo e dinheiro. Por esse motivo, concluímos que o ideal é 

que a própria empresa ou instituto processe o tecido doado, utilizando sempre o mesmo 

método de isolamento e expansão celular, de modo a estocar lotes de células 

reprodutivos, para esta finalidade.  

Atingindo esse objetivo, esse modelo atende os requisitos necessários para que 

seja submetido a testes de validação Inter laboratorial, assim como certamente poderá 

representar um grande avanço em métodos alternativos no Brasil.  

Em relação as, concluímos que a exposição da RHE a diferentes concentrações 

de NPs de TiO2 não promoveu irritação ou perda de viabilidade celular corroborando 

estudos prévios. 
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5. Trabalhos futuros 

 
Para finalizar este projeto, e com o intuito de uma futura publicação, mais um 

lote do modelo de RHE será construído, seguindo o último protocolo de construção do 

modelo, que utiliza um período de 8 a 9 dias de diferenciação, para a construção total da 

pele. Desta forma, teremos uma duplicata de experimentos independente. Além da 

avaliação da irritação das substâncias químicas e das NPs de TiO2, será realizado uma 

imuno-histoquímica do modelo de RHE utilizando o padrão ouro da OECD, com 

marcação de citoqueratina 10, citoqueratina 14, filagrina e involucrina. Assim como 

também será realizado uma avaliação do perfil de citocinas e Microscopia Eletrônica de 

Transmissão para avaliar possível internalização de NPs. 

 

6. Dificuldades encontradas durante o desenvolvimento deste projeto 

 O acordo inicial entre o Grupo Boticário e o INMETRO foi de que o Grupo 

Boticário forneceria o treinamento da doutoranda relativamente ao desenvolvimento do 

modelo de pele equivalente para que posteriormente o mesmo fosse validado, não 

havendo, portanto, transferência de tecnologia. Desta forma, o modelo seria construído 

nos laboratórios do Grupo Boticário e em seguida, enviado por correio, para o INMETRO, 

para que houvesse a validação do modelo de acordo com a diretriz da OCDE 439. 

Entretanto, a logística da transferência dos modelos de pele equivalente do Paraná para 

o Rio de Janeiro não ocorreu com sucesso considerando o risco do modelo perder a 

viabilidade durante o transporte. Por este motivo, ocorreu uma alteração no plano de 

trabalho da aluna sendo introduzida a etapa de construção do modelo nos laboratórios 

do INMETRO.  

Como mencionado anteriormente, as construções dos primeiros modelos de pele 

equivalente no INMETRO não foram bem-sucedidos, devido a etapa de irradiação UV, 

utilizado para a formação da derme. O equipamento de irradiação disponível apresenta 

um comprimento de onda fixo em 340nm, diferente da utilizada pelo Grupo Boticário, que 

trabalha com um espectro total de 300 a 800nm. E por esse motivo, tivemos que 
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implementar um novo modelo de epiderme humana reconstituída (RHE), com o intuito 

de eliminar as etapas de irradiação, o que, no final, também simplifica o protocolo sem 

impacto significativo nos resultados. 

A pandemia de COVID-19 representou outro contratempo. A obrigatoriedade do 

confinamento, levou à interrupção dos trabalhos que estavam sendo realizados. Com o 

intuito de maximizar o tempo disponibilizado pelo confinamento, nosso grupo escreveu 

outro artigo de revisão, no formato de Revisão de Escopo, com o objetivo de 

compreender se as respostas celulares provenientes dos nanomateriais são mediadas 

por vesículas extracelulares. Esse período também foi utilizado para ampliar o 

conhecimento, como por exemplo, através de vídeos conferências.  
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8. Anexo 1: Artigo de Revisão sistemática 
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