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Resumo

Modelos de pele equivalente foram desenvolvidos como um método alternativo
a utilizacdo de animais e mimetizam as propriedades histolégicas, morfolégicas,
fisiologica e bioquimicas das diferentes camadas da pele humana. Atualmente, alguns
modelos foram validados e sao comercializados. Alguns grupos de pesquisa brasileiros
vém trabalhando na construcéo de novos modelos de pele equivalente utilizando células
de doadores brasileiros. Porém, para que estes modelos sejam comercializados é
essencial sua validacdo quanto a repetibilidade, reprodutibilidade, sensibilidade,
especificidade e precisdo. Embora os modelos de pele equivalente tenham sido
desenvolvidos para avaliar o potencial de corrosao e irritacdo da pele de formulacdes
guimicas, até o momento nao se sabe se esses modelos sdo apropriados para estudar
a toxicidade de formulacbes contendo nanoparticulas, rotineiramente utilizadas em
cosmeticos. Assim, este trabalho objetiva construir o modelo de epiderme humana
reconstruida e avaliar seu desempenho como potencial candidato a modelo in vitro para
o teste de irritacdo dérmica, assim como seu potencial para avaliacdo do perigo de NPs
de TiO2, muito usadas nas formulacdes de protetor solar. Para a construgéo das peles,
foram utilizadas culturas primérias de queratinécitos humanos mantidas na interface ar-
liquido para a formacgdo completa da pele. A TG 439 da OECD foi utilizada como base
para a avaliacdo do potencial de irritacdo de substancias quimicas e o ensaio de MTT foi
utilizado para avaliar a toxicidade das NPs de TiO2. As analises histologicas permitiram
observar todas as camadas da pele, porém, com grande variabilidade na estrutura em
funcdo dos lotes de células adquiridos, 0 que comprometeu a reprodutibilidade do
modelo. No entanto, 0 modelo mostrou ser promissor para estudos in vitro de irritacédo
cuténea e confirmou a auséncia de toxicidade de NPs de dioxido de titanio, tendo sido

consideradas nao irritantes e nao citotoxicas nas condi¢cdes experimentais utilizadas.



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 nanopatrticles, 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. Introducéo

1.1 Nanomateriais

Atualmente, um dos ramos da ciéncia que mais vem se desenvolvendo e
crescendo de forma exponencial € 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 areas da industria
de engenharia, médica entre outras, vém se beneficiando dos avancos da
nanotecnologia e utilizam componentes nanométricos, também conhecido como

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

De acordo com a Organizacdo Internacional de Normalizacdo (ISO), um
nanomaterial € definido como um material natural, incidental ou sintetizado, contendo
particulas em um estado desagregado, agregado ou aglomerado, onde 50% ou mais da
populacdo apresentem uma ou mais dimensdes externas, numa faixa de tamanho entre

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

Na literatura encontra-se relatos de que a primeira aplicacdo conhecida da
nanotecnologia foi em vitrais usados nas igrejas na Europa medieval (Edwards &
Thomas, 2007). Os artesédos de vidro reduziam inconscientemente os complexos de ouro
para formar pequenas nanoparticulas de ouro apds 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 né&o tenha sido elucidado o mecanismo, ele demostrou as
diferencas no tamanho das particulas, sendo essa observagdo o primeiro passo para
compreender as diferengas no comportamento da matéria em nanoescala. No entanto,
o termo “nanotecnologia” foi criado sé em 1974, sendo um campo que se desenvolveu
rapidamente com a invencéo de varios instrumentos, entre eles o microscopio eletrénico

de transmisséo, microscopio de varredura por tunelamento e o microscopio de forca
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atdbmica, todos capazes de investigar e manipular nanoestruturas (Bayda, et al., 2019;
Lisa, et al., 2021).

Desde entéo, esse ramo vem ganhando muitos investimentos e vem crescendo
a cada dia mais. Na medicina por exemplo, nanoparticulas de ouro, prata e outros metais
sao utilizadas em terapias fotodinamicas para aplicacées como o cancer ( Yaqoob, et al.,
2020; Liang, et al., 2021). A terapia fotodindmica tem sido muito investigada nos ultimos
anos como um tratamento “ndo convencional” para o cancer. Essa aplicagdo permite
muitas das vezes que os médicos atinjam seletivamente os tumores e evitam o uso da
guimioterapia e radioterapia tradicionais, reduzindo drasticamente seus efeitos colaterais
geralmente citotdxicos aos tecidos normais (Yaqoob, et al., 2020; Liang, et al., 2021)).
Em relacdo ao tratamento para o cancer de pele, especialmente o melanoma, muitas
nanoparticulas foram estudadas incluindo nanoparticulas inorganicas, nanoparticulas a
base de carbono, nanoparticulas proteicas, dendrimeros e lipossomos (Dianzani et al.,
2014; Leli,., 2023). Foi demostrado que a adsorcédo de ligante e/ou polimeros a superficie
dos lipossomas aumenta significativamente a especificidade da administracdo do
medicamento (Torchilin, et al., 2005; Yifeng, et al., 2022).

Devido as suas nano dimensdes, as NPs vem sendo aplicadas em diversas areas
por apresentarem caracteristicas elétricas, mecanicas e térmicas. Consequentemente, a
exposicdo humana a NP aumentou como resultado de seu uso em industrias como:
alimentos, farmacéutica, cosmética, biomédica (dispositivos médicos: implantes,
préteses, sistemas de administracao controlada de medicamentos), aeronautica, téxtil 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 consideracao a elevada exposicdo humana aos diferentes tipos de NPs
e tendo em vista seus diversos beneficios, 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 seguranca dessas substancias, caso a
caso, sao de extrema importancia. Na literatura, foi relatado que as propriedades fisico-
guimicas dos nanomateriais (escala manométrica) sdo totalmente diferentes quando

comparadas com a escala micrométrica e macrométrica. O contato das NPs com o corpo
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humano pode acontecer por diferentes vias, entre elas pode-se destacar os tratos
respiratério, gastrointestinal e pele (Hong et al., 2017; Zannatul e Abderrahim, 2020).
Portanto, esclarecer o impacto da exposi¢cdo a esses nanomateriais ha saude humana,

a longo prazo € essencial.

1.2 Nanoparticulas de dioxido de titanio e suas aplicacdes em protetores solares

e efeitos bioldgicos

Nanoparticulas de dioxido de titanio (NPs de TiO2) estdo sendo utilizadas em
vérias aplicacdes, como: cosméticos, suplementos nutricionais, corantes alimentares,
nanomedicina, entre outros. Devido as suas diversas aplicacdes e as suas propriedades
fisico-quimicas, a producdo 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 exposicdo das NPs de TiO2 com relevancia toxicologica sdo exposi¢ao oral,
exposicado dérmica, inalacdo, e através de dispositivos médicos (Zannatul e Abderrahim,
2020; Wu e Ren 2020).

A diminuicdo do tamanho de uma particula para a escala nanométrica, leva
consequentemente ao aumento da area de superficie de contato, e devido a isso, suas
propriedades séo diferentes de quando as particulas estdo em micro e/ou macroescala.
Dentre as propriedades que séo alteradas pode-se incluir, alteracées na solubilidade,
condutividade, comportamento térmico, resisténcia do material, atividade catalitica e

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

Devido a sua capacidade fotoprotetora, NPs de TiO2 sdo regularmente utilizadas
em bloqueadores solares inorganicos fisicos (Sharma et al., 2019). A vantagem de usar
TiO2 na escala nanométrica é devido a sua transparéncia para a luz visivel e uma melhor
eficiéncia do blogueio de UV quando se compara com componentes de protetor solar de
tamanho micrométricos que sado conhecidos como opacos. As NPs de TiO:2 refletem e

espalham UVB (290-320 nm) e UVA (320-400 nm) dando uma protecao de radiagéo solar
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adequada, evitando queimaduras solares e fotoenvelhecimento (Yoo, et al., 2020;
Vertuani, et. al., 2022).

O TiO2z pode ser encontrado em trés diferentes estruturas cristalinas, a anatase,
o rutilo e a bruquita, como mostra a figura 1. Entretanto, a estrutura cristalina rutilo &
conhecida por ter um alto indice de refracdo em comparacdo com a anatase, e por iSso
€ a mais utilizada em cosméticos. De acordo com a legislacédo europeia, o TiO2 € um
filtro UV inorganico que pode ser utilizado em produtos protetores solares, onde o teor
maximo € regulado pela legislacdo (concentracdo admissivel de 25% (p/p)) (Taurozzi et
al., 2013). Como mencionado, devido a maior relacédo da area de superficie/volume, NPs
tornam-se mais bioreativas em comparagdo com 0S materiais a granel normais
(particulas em microescala), dando origem a preocupacdes sobre a sua potencial
toxicidade para os seres humanos, uma vez que essa reducdo no tamanho das NPs
aumenta suas chances de internalizacdo nas células da pele, com possiveis

consequéncias bioldgicas para os consumidores (Panzarini, et al., 2018).

Em uma pesquisa realizada em Madison, Wisconsin, nos Estados Unidos para
estimar a exposicao da populacdo ao TiOz2, através do uso diario de produtos de cuidados
pessoais demonstrou-se que os filtros solares e o creme dental sdo os principais
produtos que contém TiO2. Este trabalho concluiu que a exposicdo diaria de TiO2 pela
via dérmica variou de 2,8 a 14 mg por pessoa por dia (F. Wu & Hicks, 2020).

Anatase Rutilo Bruquita

9
e

(30
O

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 bioldégicos as NPs depende de suas
caracteristicas fisico-quimicas no ambiente biologico. Na literatura, foi demonstrado que
apos a exposicao das NPs aos meios biolégicos, uma grande quantidade e variedade de
proteinas sdo absorvidas na superficie das NPs, fenbmeno esse, conhecido como
proteina corona (Ehrenberg et al., 2009; Xu et al., 2012, Sanches et al., 2019). Sabe-se
gue a proteina corona medeia respostas celulares, como captacdo celular, acumulo,
localizagéo intracelular e biodistribuicdo (Foroozandeh & Aziz, 2015; Ribeiro et al., 2017;
Sanches et al., 2019). Levando-se em consideracao os niveis de interacdo das proteinas
com as superficies das NPs, as proteinas coronas podem ser categorizadas de duas
formas: “Soft corona” ou “Hard corona”. O termo “Soft corona” é utilizado quando exista
uma fraca interacdo das proteinas com a superficie 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 interacao e alta afinidade das
proteinas com a superficie das NPs, permanecendo adsorvidas por longos periodos
(horas) (Rafaela e Maria, 2021; Didar, et al., 2022).

Na literatura, foi demostrado que as proteinas ndo eram as Unicas a se
adsorverem na superficie das NPs. Foi demonstrado que ap6s a exposicao das NPs aos
meios biolégicos além das proteinas, os ions também se adsorviam a superficie 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 tréia, escondendo as NPs (biocamuflagem),
facilitando desta forma, a internalizagdo das NPs nas células (Ribeiro et al., 2016). Nosso
grupo também demonstrou que a interacao de NPs de TiO2com meios biolégicos, DMEM
High e KGM, utilizados para cultivar fibroblastos e queratindcitos dérmicos,
respectivamente, gerou a formacao de um bio-complexo (proteinas e ions). A formacao
desse bio-complexo foi aparentemente relevante para a internalizacdo das NPs, assim

como influenciou no enderegcamento celular (Sanches et al., 2019).
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Essa biocamuflagem é considerada a identidade bioldgica das NPs e é o que as
células percebem e com o que as células interagem. Outro fato que deve ser levado em
consideracdo € que as superficies das NPs podem acabar induzindo alteracbes
conformacionais nas proteinas 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 ap6s a formacao da
proteina corona na superficie das NPs de TiO2, essas proteinas oxidaram, e essa
oxidacdo gerou um estresse oxidativa nas células (Jayaram et al., 2017). Na literatura,
sabe-se que a incubacdo de NPs de TiO2 em ambiente bioldégico demonstra diferencas
guantitativas significativas na formacédo de corona que podem se correlacionar com
diferentes interacbes com o0s receptores da superficie celular e consequente
internalizacao e trafico intracelular (Monopoli et al., 2011; Ribeiro et al., 2016; Mahmoudi,
et al., 2018).

ApOs a penetragdo na pele, as NPs podem seguir diferentes vias, incluindo os
transportes transcelular e paracelular, bem como o transporte pelos foliculos capilares,
como mostra a Figura 2. O fato de que apds a penetracdo na pele as NPs possam
alcancar a corrente sanguinea e depois ser transferidos para varios tecidos e 6rgaos,
sugere que a exposicao prolongada de NPs possa representar um risco a saude dos
consumidores (Saquib et al., 2012; Shakeel et al., 2016; Karimi, et al., 2018).

Foi descrito que apds a internalizacdo de NPs deTiOz, as mesmas induzem a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), levando a perda de fun¢bes celulares
vitais e possivelmente levando a morte celular (Shi et al., 2013; Tucci et al., 2013; Yurong
Wang et al., 2015). Alguns resultados sugerem toxicidade dérmica associada a geracao
de EROs, estresse oxidativo e deplecdo de coldgeno 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, inflamagéo e modificacdes genéticas (Shi et al., 2013; Yurong Wang
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et al., 2015; Zhao, et al., 2013; Abbasi-Oshaghi, et al., 2019), que sé&o intensificadas com
a exposicao a UVA e UVB. A relagao entre NPs de TiO2 e o dano do DNA em fibroblastos
dérmicos humanos também foi demonstrado. Resultados preliminares com células
primarias da pele humana (fibroblastos e queratinécitos) expostas a NPs de rutilo
mostram que a viabilidade das células foi alterada, e, para a maior concentracao de NPs
estudada (100ug/mL), a analise do ciclo celular demonstrou mudancas na fase G2,
sendo essa a fase que esta relacionada com a proliferacdo celular. Além disso, as NPs,
em todas as concentracfes estudadas, foram internalizadas por ambas as células da
pele e foram acumuladas preferencialmente nas vesiculas com membrana (Sanches, et
al., 2019)

Nos ultimos anos, foram feitos esforcos no campo de cosméticos para revestir
as NPs de TiOz2, a fim de diminuir a produgéo de EROs (Dréno, et al., 2019). Um grande
exemplo desse esforco foi demonstrado por Mano et al. Eles demonstraram que apds o
revestimento da superficie das NPs de TiO:z por polietilenoglicol, houve uma reducao
significativa da citotoxicidade, assim como alterac6es na expressao génica nas células
epiteliais de pulmdo humano (NCI-H292) e nas células de leucemia humana (THP-1)
(Uboldi, et al., 2016).

1.3 Fisiologia da Pele e interagcdo com nanoparticulas

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e possui uma estrutura propria e com
uma composicdo complexa, sendo caracterizada por diferentes tecidos e tipos de
células, que sao distribuidas por diferentes camadas interdependentes. Estas camadas
da pele sao divididas por epiderme, derme e hipoderme (ou tecido subcutaneo) como foi
possivel observar na figura 2. Além disso, possui aspecto, estrutura e funcdes variaveis
nas diferentes regides do corpo. Um individuo adulto pode ter a area total da pele

variando entre 1,5 a 2m?, representando aproximadamente 15% do peso corporal.
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Paracelular

Transcelular Foliculos
l g o capilares,
Epiderme
Derme
Hipoderme

Figura 2. Diferentes vias de penetracdo de NPs através da pele: Transporte paracelular (entre as células),
transporte transcelular (por dentro das células) e transporte através dos foliculos capilares. Imagem

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

7 z

A epiderme € a camada mais superficial da pele e é considerada a mais
importante. Ela é constituida por um epitélio pavimentoso estratificado e queratinizado,
e sua espessura pode variar de acordo com a regido do corpo. Foi descrito que 0 sexo
masculino possui a epiderme mais espessa do que o feminino e em individuos do mesmo

sexo essa diferenca € menor (Tiwari, et al., 2021).

A epiderme € caracterizada por cinco estratos, o estrato germinativo também
conhecido como camada basal, estrato espinhoso, estrato granuloso, estrato Iicido e o
estrato corneo, como € possivel observar na figura 3, e sdo 0s queratindcitos as
principais células que constituem essa camada, correspondendo a 80% das células

epiteliais. Os queratindcitos sao derivados da camada basal e se multiplicam de maneira
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continua, e vao se diferenciando e ficando achatadas a medida que se aproximam da
superficie, assim como passam a secretar e a acumular quantidades crescentes de
gueratina, que é uma proteina fibrosa protegendo a epiderme. Os outros 20% das células
gue constituem a epiderme estdo divididos entre melandcitos, que sdo as células
responsaveis por produzir a melanina, promovendo a cor da pele e as células de
Langerhans, que fazem parte do sistema imunologico (Nohynek et al., 2008, Tiwari, et
al., 2021).

Estrato corneo

Estrato ltcido

Estrato granuloso

Estrato espinhoso

Estrato germinativo

Figura 3. Camadas da epiderme.

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

Devido a polimerizagdo macromolecular de proteinas derivadas dos
gueratinécitos, o estrato cérneo, a camada mais superficial da pele, é altamente
insoluvel, sendo a involucrina e a loricrina as proteinas mais abundantes, uma vez que
facilitam a diferenciacdo terminal da epiderme e, portanto, a formacédo da barreira

cutanea (Costa et al., 2015; Chermnykh, et al., 2020; Justine e Simon, 2022).
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O estrato cérneo possui uma estrutura lamelar que é resultante de uma
reorganizacao e de acumulo de organelas que sao ricas em lipideos e corpos lamelares
gue sao excretados para 0s espacos intercelulares na interface entre o estrato cérneo e
o granuloso. Foi demonstrado que essa organizacao lipidica é responséavel pela funcao
de barreira e que a perda dessa estrutura laminar, seja pela aplicagao de algum tipo de
solvente ou até mesmo devido algumas doencas, estd associada a quebra das
propriedades de barreira (Chermnykh, et al., 2020). Existem algumas formulacdes
cosméticas que fornecem moléculas de agua e lipideos com a finalidade de melhorar a
funcdo de barreira do estrato corneo (Valdman-Grinshpoun et al., 2012). A espessura
desse estrato depende principalmente da localizacdo do corpo, as palmas das maos e
dos pés, por exemplo, sdo as camadas mais espessas. Também foi relatado que a
exposicdo ao sol pode gerar um estrato corneo mais espesso devido a exposicado a
radiacdo UV, assim como a irritacdo mecanica, pois geram uma hiperproliferacdo de

queratindcitos e o aumento da fungéo de barreira (Salmiah, et al., 2020).

7

A derme é a segunda camada da pele e, portanto, esta localizada sob a
epiderme. Esta camada também possui uma espessura variavel dependendo da regiao
do corpo, podendo variar entre 0,3 e 3 milimetros. Essa camada é constituida por um
tecido conjuntivo, ou seja, € um tecido de sustentacdo da epiderme (Yuzhen Wang, et
al., 2015). Os fibroblastos sao as principais células que constituem a derme e, sdo 0s
responsaveis pela producao e modulacdo da matriz extracelular, no entanto, a derme
possui outros tipos de celulares, entre elas, encontram-se 0s macréfagos, mastécitos,
leucocitos, melanodfagos, linfocito T e células dendriticas (Téllez-Soto, et al., 2021) . A
integridade estrutural e a funcdo da derme sao dependentes da sua matriz extracelular,
principalmente da organizacdo e estrutura das fibras de coladgeno. O colageno € o
principal componente da derme, variando de 70 a 80%, e, portanto, € o responsavel por
conferir resisténcia. Entre os outros componentes da matriz extracelular destaca-se as
fibras elasticas que sdo compostas por elastina e proteinas microfibrilares (representam
cerca de 5% da derme), responsavel pela elasticidade da derme e os proteoglicanos,
gue representa a substancia amorfa em torno das fibras de colagenas e elasticas, assim

como, também sdo constituidas de fibras proteicas, vasos sanguineos e linfaticos,
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orgaos sensoriais, terminagfes nervosas, glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas e
foliculos pilosos (Bondioli, et al., 2014; Téllez-Soto, et al., 2021). Alteracdes no
microambiente da matriz extracelular dérmica, como por exemplo, a diminuicdo da
guantidade de colageno tipo |, ocasiona a perda da firmeza e elasticidade da pele e
consequentemente, o0 aparecimento de rugas. Sabe-se que a medida que um individuo
vai envelhecendo, a pele apresenta um declinio na producéo de colageno (Bondioli, et
al., 2014; Yuzhen Wang, et al., 2015).

A hipoderme ou tecido subcutdaneo é a camada mais profunda da pele e,
portanto, fica localizada abaixo da derme. Este tecido é bastante complexo e é
constituido pelos adipdcitos, que séo as células responsaveis pelo armazenamento de
gordura. A hipoderme apresenta diversas func¢des, atuando como reserva energeética,
isolante térmico, protecéo contra choques mecanicos, modeladora da superficie corporal

e fixadora dos 6rgdos (Shima e Agnes 2021; Justine e Simon 2022).

A pele é um 6rgdo muito mais complexo do que aparenta ser, e tem como
principal funcéo a prote¢do do organismo contra ameacas externas fisicas, impedindo a
entrada de patdgenos infecciosos, injuria mecéanica e o atrito. Entretanto, ela também
apresenta muitas outras funces, como na regulacdo do calor através das glandulas
sudoriparas, fornecendo uma termorregulacdo do organismo, na prevencao de perda de
agua, também fornece defesas imunoldgicas, e uma extensa rede de nervos que tem
funcdo na percepcéo do frio, calor, dor, toque e presséo (Tiwari, et al., 2021; Justine
e Simon 2022).

Como mencionado, a pele € o maior 6rgdo do corpo humano, e, portanto, ela
também é a maior superficie de contato que temos entre 0 ambiente interno e externo, e
por este motivo ela exerce um importante papel na entrada de diferentes NPs (Justine
e Simon 2022).

Em relagéo aos cosméticos, se sabe que muitos produtos contém varios tipos de
materiais nanométricos, como: ouro, oxido de zinco, dioxido de titdnio, 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 radiacdo solar, reduzindo as chances de melanoma e também do
envelhecimento precoce da pele (Liang, et al., 2021, Leli, et al., 2023). As NPs estéo
entre os melhores agentes fotoprotetores, pois sdo capazes de bloquear a incidéncia de

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

Muitos estudos in vivo e in vitro investigam a penetragédo de NPs de TiOz na pele,
no entanto, seus resultados sdo muito contraditérios. Muitos pesquisadores defendem a
teoria de que NPs de TiO2 presentes nas formulacdes de filtros solares ndo séo capazes
de penetrar no estrato corneo. Entretanto, resultados opostos demonstraram a
penetracdo 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
guando a pele esta lesionada, € mais suscetivel a penetracado de NPs de TiO2z(Lin, et al.,
2011; Monteiro-Riviere, et al., 2011; Naess, et al., 2016). De fato, Monteiro-Riviere et al.
demonstrou o aumento da penetracdo 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
aplicacédo de filtro solar contendo NPs de TiOz, foi utilizando o mesmo duas vezes ao dia,
durante 9 a 31 dias. Os resultados revelaram niveis mais altos de NPs de TiO2 tanto na
epiderme quanto na derme dos pacientes tratados (Tan, et al., 1996). Em outro estudo
com voluntarios, as NPs de TiO2 foram encontradas em células viaveis da epiderme apdés
a aplicacao do filtro solar seis vezes ao dia, por um periodo de sete dias consecutivos
(Naess, et al.,, 2016). Até onde se sabe, toda a controvérsia gerada em torno da
penetracdo das NPs esta relacionada a alta variabilidade nas condi¢des analisadas, pois
se sabe que a penetracdo dérmica das NPs de TiO2 depende do modelo utilizado
(animal, humano, sexo), tamanho, composi¢éo, estado de aglomeracdo das NPs, local
de aplicacdo, dose, numero de aplicagbes, duragdo do estudo, exposi¢cdo a UV, entre
outros. Por outro lado, a maioria dos artigos néao utilizam protocolos padronizados e o
mais problematico é a utilizacdo de técnicas de caracterizagcdo com um limite de

deteccéo 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 apds 6 a 48 h do uso do filtro solar.
Pela primeira vez, foi claramente demonstrado quantidades detectaveis das NPs de TiOz,
confirmando que as NPs podem passar pelas camadas protetoras da pele (Pelclova, et
al., 2019).

1.4 Métodos alternativos de pele

A utilizacdo de animais no meio cientifico causa muita controvérsia devido as
guestdes éticas que a envolvem. Sabe-se que a utilizacao de animais como modelos de
estudos gerou grandes avangos cientificos na &rea da salde, e que sem eles esses
avancos nao seriam possiveis. Mesmo sabendo que o uso desses animais salvou e
ainda salva muitas vidas, ndo podemos esquecer que 0s estudos nesses animais podem
gerar dor e estresse ao mesmo. Além da utilizacdo de animais para estudos na
prevencdo, cura e tratamento de doencas, os animais de laboratorio também séo
utilizados para garantir a seguranca de muitos produtos de composicdo quimica como
medicamentos e cosméticos, entre outros.

Em 1959, os pesquisadores William Russel e Rex Burch, preocupados com a
ética na experimentagcdo animal, publicaram um livro denominado “The principles of
Humane Experimental Technique”, que descreve o principio dos 3Rs e relaciona o uso
de animais na ciéncia. Essa terminologia (3Rs) estd relacionada aos principios de
reducdo (reduction), substituicdo (replacement) e refinamento (refinement) da utilizacao
de animais. Desta forma, os 3Rs utiliza como estratégia a otimizacao da quantidade de
animais utilizados nos experimentos cientificos, substituicdo do uso de animais em
experimentos quando isso for possivel e o incentivo ao refinamento das técnicas de
modo a reduzir o sofrimento, a dor ou o desconforto dos animais (Thales, 2015; Hubrecht
and Carter, 2019). De forma a implementar esta estratégia, foi entdo desenvolvido os
“‘Métodos Alternativos”. Portanto, os métodos alternativos séo definidos por aqueles que
tém a capacidade de reduzir, refinar ou até mesmo substituir a utilizacdo de animais em
testes cientificos. (Doke & Dhawale, 2015; Hubrecht and Carter, 2019).
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Dentre os métodos alternativos, destacam-se os métodos in silico, que utiliza
modelos mateméticos ou computacionais de softwares para predizer o efeito de novas
substancias com base em banco de dados, os métodos conhecidos como sistemas
microfisiolégicos, 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 microfluidicos e os métodos
alternativos in vitro, que utilizam o cultivo de células, tecidos ou 6rgaos em laboratorio,
visando obter sempre as mesmas informacdes obtidas com o modelo animal (Doke &
Dhawale, 2015; Raunio, et al., 2011; Uwe, et al., 2019).

Em 2009, devido a grande pressao politica e ética em relacdo a implementacéo
de acbes que substituissem a utilizacdo de animais para experimentos cientificos, a
Unido Europeia deu origem a regulamentacédo que prevé a avaliacdo da seguranca dos
ingredientes cosméticos por testes que néo utilizem animais. E foi a partir de 2013, que
a Unido Europeia baniu oficialmente a utilizagdo 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 | 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, seguranca, eficacia entre outros. Todas essas a¢cdes representaram
e ainda representam um grande incentivo ao desenvolvimento assim como a adocéo de

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

Desde entdo, 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 Ciéncia, Tecnologia e Inovacao
(MCTI), foi criada a RENAMA que tem por objetivo: promover a implementacéo, o
desenvolvimento e a validacdo de métodos alternativos ao uso de animais; promover a
adocdo de métodos alternativos ao uso de animais na atividades de ensino e pesquisa;
estimular a implantacdo de métodos alternativos ao uso de animais por meio do de

treinamento técnico e implementacdo de metodologias validadas; monitorar
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periodicamente o desempenho dos laboratérios associados por meio de comparacdes
interlaboratoriais; promover a qualidade dos ensaios usando-se do desenvolvimento de
materiais de referéncia quimicos e bioldgicos certificados, quando aplicavel; incentivar a
implementacéo do sistema de qualidade laboratorial e dos principios das boas préticas
de laboratério (BPL); disseminar o conhecimento na tematica de métodos alternativos ao
uso de animais; ofertar, no &mbito dos laboratorios integrantes da Rede, servigos para
ensaios toxicologicos utilizando metodologias alternativas ao uso de animais (Nagarajan,
et al., 2021).

A validacdo dos métodos alternativos para a substituicdo de testes em animais
envolve sempre trés laboratérios, o que desenvolveu o método e dois outros laboratorios
independentes selecionados pelo corpo de validacdo. O processo de validacdo foi
concebido para garantir a qualidade e a seguranca dos métodos na avaliacdo da

capacidade preditiva do modelo em relacdo a sensibilidade, especificidade e preciséo.

Alguns métodos alternativos in vitro foram validados pelas diretrizes da
Organizagcdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD) e estdo
disponiveis comercialmente, como a EpiSkin™, EpiDerm™ e SkinEthic™ RHE, que

serdo mais discutidos adiante.

1.5 Modelos tridimensionais de pele reconstruida

A partir da Regulamentacdo Europeia, em 2009, € proibido a utilizacdo de
animais em testes de produtos cosméticos. Desta forma, as empresas dessa area tém o
desafio de desenvolver seus produtos sem utilizar os tradicionais estudos toxicoldgicos
em animais. Com esta finalidade, foram entdo desenvolvidos os modelos de pele
equivalente, que mimetizam propriedades histolégicas, morfolégicas, bioquimicas e
fisiologicas das diferentes camadas da pele humana. De fato, modelos de engenharia
3D que imitam tecidos humanos em sistemas de microfisiologia estdo em
desenvolvimento para superar as limitacdes dos modelos 2D in vitro e a previsibilidade

limitada de testes em animais.
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Atualmente, os modelos de pele equivalente sdo classificados de duas formas,
os sem arcaboucos (Scaffold-free) e os com arcaboucos (Scaffold-based). Os esferoides
sdo os modelos que nao utilizam arcaboucgo, uma vez que utilizam agregados de células
nao aderentes desenvolvido pela automontagem de um ou mais tipos de células. A
vantagem de se utilizar este modelo est4 nos baixos custos e na boa reprodutibilidade
(Randall, et al., 2018). Em 2016, Stroebel et al., demonstrou a formacéo de esferoides
de pele com diferentes camadas de queratinocitos e com um nucleo formado por
fibroblastos dérmicos produzindo sua prépria matriz extracelular (Strobel, et al., 2016).
Entretanto, esse modelo tem a desvantagem de ficar totalmente imerso no meio de
cultivo, ndo corresponde totalmente a fisiologia da pele que tem uma interface ar-liquido.
Contudo, os esferoides sdo muito utilizados es estudos toxicolégicos e no
desenvolvimento de medicamentos anticancer (Messner, et al., 2013; Sant & Johnston,
2017; Zanoni, et al., 2020).

Os modelos que utilizam arcabouco, como o proprio nome diz, as células sao
cultivadas na presenca de um suporte, podendo este ser a base de hidrogel ou a base
de fibras poliméricas. Sao geralmente formados por polimeros naturais, sintéticos ou até
mesmo pela combinacao desses diferentes polimeros (Randall, et al., 2018). Em questéo
estrutural, esse modelo possui uma construgcéo 3D funcionalmente semelhante ao tecido
biolégico (Caddeo, et al., 2017; Debels, et al., 2015). Entre os polimeros naturais mais
utilizados, destacam-se o colageno, 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 sdo muito utilizados, levando-se em consideracao que nao apresentam toxicidade
e raramente apresentam algum tipo de resposta inflamatdria. Entretanto, muitos
polimeros naturais, como por exemplo o colageno, por apresentarem alto teor de agua,
possuem fracas propriedades mecanicas, sendo necessario muitas das vezes,
implementar novas técnicas para melhorar a resisténcia mecanica, como por exemplo a
reticulacdo. Mesmo com essa limitacdo, vale ressaltar que o colageno tipo | ainda é

predominantemente utilizado (Sahana & Rekha, 2018).
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Os polimeros sintéticos foram desenvolvidos com o intuito de superar as
limitacbes encontradas com os polimeros naturais, tanto em relagdo as fracas
propriedades mecéanicas quanto a alta variabilidade dos lotes (Antoine, et al., 2014;
Randall, et al., 2018). Os polimeros sintéticos mais utilizados sao o acido polilatico, poli
(e-caprolactona), polietilenoglicol, entre outros. Entretanto, por possuirem propriedades
de adesao celular fracas, geralmente elas séo utilizadas juntamente com os polimeros
naturais (Liu e Wang, 2020).

Comparados a pele humana, os modelos de pele equivalente tém a
desvantagem de ter uma funcéo de barreira prejudicada, sdo mais permedveis e tém um
curto periodo de viabilidade. Atualmente, foram validados pela OECD diferentes modelos
de pele equivalente e com diferentes niveis de complexidade biolégica. Existem os
modelos mais simples que consistem apenas na epiderme, conhecida como epiderme
humana reconstruida (Reconstructed Human Epidermis - RHE), com um tipo de célula
(queratindcitos) e existem os modelos mais completos, com epiderme e derme
(queratindcitos 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 sado adicionados ao modelo, como melanécitos, 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 constituidos apenas por epiderme
sdo utilizados nos testes de irritacdo, corrosdo, fototoxicidade, genotoxicidade dérmica,
administracdo de medicamentos transdérmicas, testes de sensibilizagdo e
metabolizacdo da pele, enquanto aqueles com epiderme e derme séo geralmente usados
para avaliar a eficacia de medicamento ou terapia (Mathes, et al., 2014; Moniz, et al.
2020). Entre os diversos modelos de pele equivalente disponiveis no mercado, encontra-
se a SkinEthic™ (EpiSkin Research Institute), EpiSkin™ (EpiSkin Research Institute,
Lyon, Franca), EpiDerm™ (MatTech Co., Ashland, MA, EUA), entre outros. Muitos

modelos séo utilizados para fins regulatérios, os modelos EpiSkin™ e Epiderm™, por
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exemplo, foram aprovados pela EURL ECVAM (Laboratorio de Referéncia da Unido
Europeia para alternativas a experimentacdo animal) para substituir o teste de irritagdo
da pele de coelho in vivo. Muitos testes de irritacdo de pele in vitro estdo oficialmente
validados pelas diretrizes da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdmico (OECD 439), entre estes modelos, encontram-se a EpiSkin™, EpiDerm™ e
SkinEthic™ RHE (OECD No0.439, 2019). Os testes para avaliar a corroséo da pele, que
€ a forma mais extrema de irritacdo da pele, também foram incluidas nas
regulamentacdes, assim como testes para a reconstrucdo da epiderme humana
(EpiSkin™  EpiDerm ™ SkinEthic™ e epiCS®) (OECD No. 431, 2015).

Esses modelos utilizam a epiderme humana reconstruida, que imita de perto as
propriedades histologicas, morfolégicas, bioquimicas e fisiologicas da camada
epidérmica da pele humana (Kim, et al., 2016; Bo, et al. 2022). Os modelos de pele
humana reconstruidos superam as limitagcdes das monocamadas classicas de células in
vitro, permitindo a aplicacdo topica de materiais de teste. Eles foram considerados bons
modelos para testar a irritacdo da pele, fototoxicidade e metabolismo da pele. O modelo
EpiSkin, por exemplo, € uma epiderme humana reconstruida in vitro a partir de
gueratinécitos humanos normais cultivados em uma matriz de colageno na interface ar-
liguido que é validada para estudos de corrosaof/irritagcdo cutanea (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-liquido é necessaria para concluir a

diferenciacdo em toda a area da superficie (Magdalena, et al., 2022).

Os modelos de pele sao constituidos de queratinécitos crescidos sobre um
substrato 2D, como um gel de colageno ou um filtro de policarbonato, como mencionado
anteriormente, ou sobre uma derme (Magdalena, et al., 2022). Atualmente, ainda n&o
existem modelos de pele validados com estruturas como foliculos capilares, glandulas
sudoriparas e glandulas sebaceas, que costumam atuar como rotas para invasao
guimica, assim como também ndo possuem O microbioma presente na pele, que
apresenta um papel protetor. Por este motivo, a pele humana ex vivo ainda é considerada
o “padrao ouro” para alguns experimentos de penetragdo in vitro, pois se mantem a

funcao de barreira com excec¢ao do microbioma.
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E importante ressaltar que existem questbes éticas com a utilizagdo de tecido
humano, ndo podendo ser utilizado em um modelo comercial, pois a Unido Europeia
proibiu ganhos financeiros através do uso de tecido humano. Portanto, a doacao do

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

O modelo Episkin™, por exemplo, utiliza uma cultura de queratindcitos humanos
normais, sobre uma matriz de colageno por 13 dias e o modelo SkinEthic™ utiliza
gueratinécitos humanos normais sobre um filtro de policarbonato por um periodo de 17
dias (Suhall, et al., 2019).

Comparando alguns modelos de pele equivalente com a pele nativa em relagéo
a composicao lipidica, foi observado que o modelo EpiDerm® foi o modelo que
apresentou o maior teor lipidico, seguido do modelo Episkin™ e por ultimo o modelo
SkinEthic™ (Anderson & Shive, 2012). Também foi observado que a espessura entre 0s
modelos de pele equivalente utilizados para avaliar a irritacdo dérmica variavam. O
modelo EpiDerm® apresenta uma epiderme variando entre 7 a 14 camadas (83-100 um)
com um estrato corneo de 16 a 25 camadas (12-28 um), o modelo Episkin™ apresenta
uma epiderme variando de 7 a 10 camadas celulares (24-69 um) e um estrato cérneo de
15 a 24 camadas (17-37 um), o modelo SkinEthic™, apresenta uma epiderme com 5 a
9 camadas de células (23-59 pm) e um estrato cérneo com 14 a 24 camadas (15-32 um).
Foi demonstrado que a proteina hemidesmossomo, que € uma proteina que medeia a
adesdo das células epiteliais com a membrana basal, conectando seus filamentos
intermediarios do citoesqueleto com a matriz extracelular, estava mais presente nos
modelos SkinEthic™, do que no modelo EpiDerm™, e pouquissimo foi observado nos
modelos Episkin™. Os trés modelos mostraram sinais de apoptose e um acumulo
intercelular anormal de vesiculas (Ponec, et al., 1997, 2000, 2002). Resultados
semelhantes em relacdo a composicdo lipidica foram demonstrados em modelos 3D
utilizando HaCaT (Dijkhoff, et al., 2022). Embora seja muito importante observar e
entender a composicao lipidica desses modelos, o real efeito da funcéo de barreira ainda
nao foi quantificado, e esse efeito pode variar de acordo com a capacidade de penetracao

de cada produto quimico.
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A viabilidade celular é o principal objetivo para avaliar a toxicidade de
substancias quimicas, no entanto, ensaios complementares podem ser realizados, como
matriz de genes, analise histologica, morfologica e liberacdo de citocinas (Sarmento, et
al., 2012; Almeida, et al., 2017).

Atualmente, os modelos disponiveis comercialmente para avaliar a corrosdo
cutanea in vitro (OECD TG 431) e irritacdo da pele (OECD TG 439) sdo: EpiSkin™,
EpiDerm™, SkinEthic™, epiCS® e LabCyte® (OECD No. 431, 2015; OECD No0.439,
2019).

A vantagem de se utilizar os modelos RHE é que eles contém todas as camadas
epidérmicas da pele, com a principal desvantagem de que nem sempre € possivel
distinguir os estratos basal, espinhoso e granuloso, questdo importante para os estudos
de penetracdo. Além disso, € observada uma baixa variacdo entre lote e algumas vezes
uma alta variacao (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 a in vivo quando comparado aos modelos
RHE. A permeabilidade dos modelos RHE é inferior a pele humana e a do porco, porém
eles sdo aceitos para testar estudos de permeacdo e penetracdo in vitro quando o0s
medicamentos sdo aplicados como solu¢des aquosas (Schafer-Korting, et al., 2008;
Neupane, et al., 2020).

A adicdo dos fibroblastos nos modelos de espessura total ao protocolo é uma
adicao critica, uma vez que introduz a sinalizagdo paracrina. A adicdo dessas células e
a matriz dérmica que eles produzem aumenta a vida util 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 prote¢cdo solar, as empresas também estdo
desenvolvendo modelos de pele equivalente que incorporam melandcitos (por exemplo,
MelanoDerm™, MatTek corp; epiCS -M, ATERA SAS & CellSystems Gmbh; e subsidiaria
SkinEthicTM RHPE da L'Oréal) (Li, et al., 2011; Gledhill, et al., 2015; Szymanski, et al.,
2020). Como é possivel observar, os modelos de pele equivalente disponiveis
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atualmente, ainda ndo contém todos os tipos de células consideradas essenciais como
as células dendriticas e os macrofagos, muito menos integram vasos sanguineos, nem
a interferéncia dinamica entre o epitélio e o tecido conjuntivo, que sado essenciais para

regular a morfogénese e homeostase da epiderme.

Atualmente, a principal estratégia para desenvolver modelos de pele equivalente,
tem sido utilizar técnicas de biofabricacéo, como a eletrofiacdo e a bioimpresséao, com o
intuito de desenvolver modelos biolégicos cutaneos relevantes, constituidos por tipos
celulares especializados como os melandcitos, adipécitos, as células de Langherans,
células imunes, células-tronco, entre outros, assim com uma vasculatura, permitindo a
entrega fisiol6gica de oxigénio e nutrientes (Mathes, et al., 2014; Szymanski, et al., 2020).
O principal objetivo dessa técnica é alcancar um construto cutaneo 3D fisiologico
relevante e que possa ser usado para avaliar a toxicidade de novas formulactes

cosméticas e também o desenvolvimento de medicamentos contra o cancer.

1.6 Desafios na avaliacdo toxicolégica de nanoparticulas

Embora os modelos de pele equivalente tenham sido utilizados pela industria
cosmeética para testes de corrosdo e irritacdo da pele de formulagBes quimicas, até o
momento ndo se sabe se esse modelo é apropriado para o estudo de citotoxicidade,
corroséo, irritacdo e fototoxicidade de formulagcdes contendo NPs de TiO2. Deve-se
sempre levar em consideracdo que 0s principios para avaliar os riscos dos produtos
guimicos sdo muitas das vezes diferentes de algumas propriedades importantes das NPs
consideradas determinantes para a avaliacao da toxicidade, como tamanho, reatividade,
area de superficie, concentracao, estrutura cristalina, entre outros, assim como também
deve-se levar em consideracdo que avaliar o risco de NPs ndo é uma questao trivial,
uma vez que o quadro regulamentar exige uma avaliagéo caso a caso (Hristozov, et al.,
2012; Schwirn, et al., 2014; Wu, et al., 2020; Lisa, et al., 2021).

Devido a redugéo do tamanho das NPs, a area de superficie de contato aumenta,

e por consequéncia, aumenta a reatividade, influenciando diretamente na toxicidade.
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Antes das analises toxicoldgicas, é essencial caracterizar as propriedades fisico-
guimicas das NPs, como a forma, tamanho, estado de aglomeracéo e estrutura cristalina,
uma vez gque esses parametros podem influenciar na resposta celular e na capacidade
de penetracdo na pele. Aformacao de proteina corona na superficie das NPs, podem
modificar suas propriedades fisico-quimicas, como a carga superficial, além de interferir
nas funcionalidades nos microambientes biol6gicos, como na captacdo celular,

inflamacédo e degradacédo (Sanches, et al., 2019).

Muitas técnicas de caracterizacdo sdo utilizadas para avaliar a toxicidade de
NPs. A microscopia eletrbnica de transmissdo € uma das técnicas mais utilizadas para
avaliar a distribuicdo do tamanho, forma e morfologia das NPs. No entanto, outras
técnicas também sao utilizadas, como o espalhamento dindmico de luz (DLS),
espectroscopia por perda de energia de elétrons (EELS), microscopia eletrénica de
varredura (MEV), espectrometria de massa com fonte de plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS), microscopia de forca atbmica (AFM), espectrofotometria na regido do
ultravioleta-visivel (UV-Vis), entre outros (Ribeiro, et al., 2017).

Apos a caracterizacao fisico-quimica das NPs, procede-se a analise do potencial
efeito tdxico in vitro. Neste contexto, evidéncias mostram que as NPs, muitas das vezes,
interferem com muitos ensaios bioldgicos utilizados para a avaliacdo da citotoxicidade.
No caso das NPs de TiOz, foi relatado interferéncia 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 ndo € uma
guestao tao simples. Contudo, a relevancia humana dos testes toxicoldégicos em células
cultivadas in vitro e em monocamada, estimularam o desenvolvimento de tecidos

biomiméticos visando identificar com maior confianga o perigo de compostos quimicos.

Na literatura ainda existem poucos estudos que avaliam os riscos das NPs em
modelo de pele equivalente. A maioria dos estudos utilizando esses modelos concluiram

que as NPs de TiOz ndo sao irritantes, corrosivas e nem sao fototdéxicas (Miyani &
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Hughes, 2017; Tang, et al., 2018). Outro grupo, avaliou os mecanismos de internalizacao
de NPs de ouro com diferentes cargas de superficie (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 penetragdo 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 Boticario desenvolve desde 2013 novos modelos de pele, ou
seja, espessura total incluindo derme e epiderme, e epiderme humana reconstruida a
partir de tecidos de doadores brasileiros. A fim de permitir o uso regulatério desses
modelos, é fundamental a avaliacdo da sua proficiéncia, sendo esse um dos objetivos

deste estudo.

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal da tese é avaliar a proficiéncia do modelo de epiderme
humana reconstruida do Grupo Boticario em relacdo ao potencial de irritagcdo seguindo
as orientacdes do Guia da OECD 439 e utilizar esse modelo para avaliacdo, de forma
rapida e confiavel, do perigo de nanoparticulas de TiO2 (rutilo), rotineiramente usadas

nas formulacdes de protetor solar.

2.2 Objetivos especificos

1. Desenvolvimento de um artigo de revisdo sistematica com o intuito de
compreender a relevancia dos modelos de pele equivalente para avaliacdo da
toxicidade induzida por nanoparticulas de TiOo.

2. Constru¢do do modelo de epiderme humana reconstruida;
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3. Avaliacéo da proficiéncia do modelo de epiderme humana reconstruida quanto ao
potencial de irritacdo, segundo o TG 439 da OECD;
4. Avaliacdo da toxicidade de NPs de TiO2 no modelo de epiderme humana

reconstruida;

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

dividida em dois capitulos, descritos abaixo.

e CAPITULO I: Corresponde ao primeiro objetivo especifico, com todas as etapas
realizadas do artigo de revisdo sistemética.

e CAPITULO II: Serdo apresentados todas as outras etapas dos objetivos
especificos (etapas de 2 a 4).
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CAPITULO |

Artigo de revisao sistematica
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3. Capitulo I: Artigo de revisédo sistematica

Avaliacdo da toxicidade de nanoparticulas de TiO2 no modelo de pele equivalente

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

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

Autores: Priscila Laviola Sanches?!?, Luths Raquel de Oliveira Geaquinto?3, Rebecca
Cruz?, Desirée Cigaran Schuck®, Marcio Lorencini®, José Mauro Granjeiro*?34 e Ana

Rosa Lopes Ribeirot23

Programa de PoOs-Graduagdo em Biomedicina Translacional, Universidade do Grande Rio, Duque de
Caxias, Brasil; 2Diretoria de Metrologia Aplicada as Ciéncias da Vida, Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia, Duque de Caxias, Brasil; 3Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia,
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia, Duque de Caxias, Brasil; “Universidade Federal

Fluminense, Niterdi, Brasil; SPesquisa e Desenvolvimento, Grupo Boticario, Curitiba, Brasil.

3.1 Introducéo

O desenvolvimento da area de nanotecnologia, no que diz respeito a producéo de
nanomateriais, estd em crescimento exponencial (Wang e Tooley, 2011). De acordo com
a Organizacdo Internacional de Padronizacdo (ISO), nanomaterial é definido como
material natural, incidental ou manufaturado contendo particulas (estado nao ligado,
agregado, aglomerado), onde 50% ou mais das particulas ttm uma ou mais dimensodes
externas na faixa de tamanho entre 1 e 100 nm (Potocnik, et al., 2011; International

Organization for Standardization, 2017).

Devido as suas dimensdes nano, eles podem efetivamente ter caracteristicas
elétricas, térmicas e mecanicas, desejaveis para diversas aplicacdes (Davis, et al., 2010;
Louro, et al., 2019; Luderwald, et al., 2019). Consequentemente, a exposicdo humana as
nanoparticulas (NPs) aumentou devido a sua utilizacdo em industrias como: alimentar,

farmacéutica, cosmeética, biomédica (dispositivos médicos: implantes, proteses, sistemas
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de libertacdo controlada de farmacos), aeronautica, téxtil, 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 relacdo aos cosmeéticos, se sabe que muitos produtos contém diversos tipos
de materiais nanomeétricos como: ouro, O0xido de zinco, diéxido de titanio, 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
radiacéo solar, reduzindo as chances de melanoma e o envelhecimento precoce da pele
(Wolf, et al., 2001; Rampaul, et al., 2007). As NPs estdo entre os melhores agentes
fotoprotetores, pois sdo capazes de bloquear a incidéncia da radiagdo ultravioleta
(Gonzélez, et al., 2008). Atualmente, as nanoparticulas de dioxido de titanio (NPs de
TiO2) sdo as nanoestruturas mais utilizadas em protetores solares disponiveis
comercialmente, devido a 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-Riviere, et al., 2011; Martirosyan e Schneider,
2014).

O TiOz2 foi anteriormente classificado como uma particula 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 visivel na pele como uma
camada opaca. Com o avanc¢o da nanotecnologia e visando solucionar esse efeito visual

indesejavel, as NPs de TiO2 foram introduzidas nas formulagdes.

O Comité Cientifico de Seguranca do Consumidor da UE (SCCS) aprovou o
diéxido de titdnio nanométrico (nas trés formas cristalinas) para ser considerado seguro
para uso em produtos cosmeéticos destinados a aplicagcdo em pele saudavel, intacta ou
gueimada pelo sol. Como filtro UV, o TiO2 pode ser introduzido em formulacdes
cosmeticas na concentracdo maxima de 25%. Os beneficios do uso de NPs de TiO2 séao
sua alta area superficial, aumento das propriedades de espalhamento e reflexdo dos

raios ultravioleta e transparéncia na luz visivel (Wiesenthal, et al., 2011). Em contraste,
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esta reducdo de tamanho do TiO2 aumenta suas chances de internalizacdo pelas células

da pele, com possiveis consequéncias biolégicas para os consumidores.

Na literatura, alguns estudos in vitro descreveram que as NPs de TiO2 induzem
toxicidade, inflamacéo e modificacdes genéticas que sao intensificadas com a exposicao
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 possiveis mecanismos de toxicidade incluem estresse
oxidativo, onde NPs de TiO2 desencadeiam a formacédo de espécies reativas de oxigénio
(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 esta associada a geracao de ROS, estresse oxidativo e deplecédo de
colageno que promovem o envelhecimento da pele (Wu, et al., 2009). Na verdade, a
estratégia na industria de protetores solares € revestir as NPs de TiO2 para minimizar a
sua potencial toxicidade (Dréno, et al., 2019).

Compostos como: silica, alumina, cetilfosfato, diéxido de manganés,
trietoxicaprililsilano, PEG entre outros, contribuem para tornar os protetores solares mais
passivos, melhorando sua capacidade de capturar ou inibir a formacao de espécies de
radicais livres, bem como de restringir a penetracdo de NPs na pele (Filipe, et al., 2009;
Osmond e McCall, 2010; Smijs e Pavel, 2011). Essas alteracGes nas caracteristicas da
superficie das NPs dao origem a necessidade de um novo conjunto de caracterizacao
fisico-quimica, avaliacdo in vitro e in vivo, uma vez que a modificacdo da superficie regula
as interacfes interparticulas e células-NPs, mediando a formacdo da coroa que é
amplamente conhecida por induzir respostas celulares especificas como absorcao
celular, trdfego intracelular, acumulacdo e biodistribuicdo (Oberdérster, 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 beneficio de
uma barreira fisica na forma de um revestimento minimiza a formacdo 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 absor¢céo dérmica e/ou penetragdo
de NPs de TiO2 de protetores solares apresentam resultados controversos. Embora
varios artigos descrevam o contrario (Filipe, et al., 2009; Senzui, et al., 2010; Crosera, et
al., 2015), a penetracdo de NPs de TiO2 tanto em pele saudavel quanto em pele
danificada ou lesionada (como nos casos de cicatrizes, queimaduras solares e pele
depilada) € demonstrado na comunidade cientifica (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 suscetivel a penetracdo 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 aplicacdo prolongada de protetores
solares contendo NPs de TiO2 na pele humana saudavel revela a detecgéo de niveis de
titnio 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 limitacdes (pouco numero de
voluntarios), Pelclova et al. usando técnicas de caracterizacdo altamente sensiveis
detectou NPs de TiO2 no plasma e na urina apés 6 a 48 h apds de exposi¢cado ao protetor
solar, demonstrando que as NPs de TiO2 podem passar pelas camadas protetoras
saudaveis da pele humana e entrar na circulacdo sanguinea, mesmo com tempos de
exposicao mais baixos de aplicacao de filtro solar (Pelclova e outros, 2019). A penetracéo
das NPs nédo é exclusiva das NPs de TiO2. Brian Gulson et al. também relatou a deteccdo
de 6xido 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 relatério da OCDE que avalia
0Ss métodos in vitro para avaliacéo de risco de nanomateriais em humano (Organizacéo
para o Desenvolvimento de Cooperacdo Econbmica, 2018), existem muitos pontos
criticos na literatura disponivel que contribuem para todas as controvérsias sobre a
penetracdo das NPs de TiO2 na pele humana. E importante referir que varios fatores

como: o modelo empregado (animal, humano com variagdes de género), tamanho,
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composicdo quimica e revestimento das NPs, local de aplicacdo, solubilidade das
particulas, dose e numero de aplica¢gbes, periodo do estudo, 0 movimento de flexdo da
pele, a exposicdo aos raios UV, entre outros, influenciam a penetracdo dérmica das
nanoparticulas (Gulson et al., 2015; Shakeel et al., 2016). Tanto quanto sabemos, a
maioria dos estudos é realizada com uma grande variedade de condi¢cdes e
metodologias, onde ndo sado utilizados protocolos padronizados e nanomateriais de
referéncia. Mais importante € que as técnicas de caracterizacao utilizadas para avaliar a
penetracdo de NPs na pele as vezes estavam entrando no limite de deteccdo do

equipamento, contribuindo para toda essa polémica.

O mecanismo de penetracdo das nanoparticulas de filtro solar ndo foi esclarecido,
no entanto, sugere-se que as NPs de TiO2 possam ser absorvidas por diferentes vias
gue incluem os transportes transcelular e paracelular, bem como foliculos pilosos
(transapéndices), glandulas sudoriparas, dobras cutaneas ou uma combinacéo de todos,
como mostrado na figura 2 (Filipe et al., 2009; Wu et al., 2009). O fato de que, apos a
penetracdo na pele, as NPs possam atingir a corrente sanguinea e, em seguida, sofrer
translocacdo para varios tecidos e oOrgdos distantes, sugerem que a exposicao
prolongada de NPs possa representar um risco a saude 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 inddstrias cosméticas estdo usando
métodos alternativos, como modelos de pele equivalente reconstruida, devido as
consideracdes éticas, cientificas e econdbmicas. A legislacdo cosmética da UE esta
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
estdo em desenvolvimento para superar as limitagdes dos modelos in vitro 2D em relag&o

a sua preditividade limitada (Vernetti et al., 2017). Atualmente, existem modelos de pele
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equivalente disponiveis comercialmente, bem como constru¢des internas com Varios

niveis de complexidade biologica.

O modelo mais simples consiste em uma epiderme onde apenas 0s queratinocitos
sdo usados, e é conhecido como Epiderme Humana Reconstruida (RHE) e esta
disponivel comercialmente como EpiDerm™ (MatTek Corp), EpiSkin™ e SkinEthic™
(uma subsidiaria da L'Oreal). Eles fazem uso de epiderme humana reconstruida, que
imita de perto as propriedades histolégicas, morfolégicas, bioquimicas e fisiolégicas da
camada epidérmica da pele humana (Kim et al., 2016). A vantagem dos modelos de RHE
€ que eles contém todas as camadas epidérmicas da pele, entretanto, tem como
desvantagem, que nem sempre € possivel distinguir os estratos basal, espinhoso e
granuloso, questdo importante para estudos de penetracdo. Além disso, observa-se uma
baixa variacdo intralote e, por vezes, uma alta variacdo interlote (Mathes et al., 2013;
Almeida et al., 2017). Em abril de 2007, os modelos EpiSkin™ e Epiderm™ foram
aprovados pelo ECVAM (Centro Europeu para a Validacdo de Métodos Alternativos) para
substituir o teste in vivo de irritacdo cutanea em coelhos. Eles também s&o usados para
outros fins regulatérios, como testes in vitro de irritacdo da pele (OCDE TG 439) e
corrosdo da pele (OCDE TG 431) de ingredientes cosméticos. Uma atualizagdo em 2019
foi feita para incluir dois modelos adicionais, nomeadamente SkinEthic™ e epiCSR
(OCDE, 2014, 2019). Além disso, esses modelos sdo amplamente utilizados para testes
de fototoxicidade, genotoxicidade, sensibilizacdo, metabolizacdo, bem como para testar
a administracdo de drogas transdérmicas (Mathes et al., 2013; Almeida et al., 2017). A
EpiSkin, por exemplo, é uma epiderme humana reconstruida in vitro a partir de
gueratindcitos humanos normais cultivados em uma matriz de colageno na interface ar-
liquido que é validada para estudos de corrosaol/irritacdo 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, analise histologica,

morfoldgica e liberagcéo 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-FT™ é um modelo mais elaborado que consiste de uma

epiderme e derme (queratindcitos e fibroblastos) e tem sido amplamente utilizado em
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tratamentos com drogas ou avaliacéo da sua eficacia (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 a pele humana e suina, no
entanto, eles sdo aceitos para estudos de permeacao e penetragédo in vitro quando
drogas sao aplicadas como solugdes aquosas (Asbill et al., 2000; Schafer-Korting et al.,
2008; Neupane e outros, 2020). Continuando para testes de corrosdo cutanea in vitro,
seguindo OECD TG 431, os modelos disponiveis comercialmente s&o: EpiSkin™
Standard Model (SM), EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE, epiCSR e LabCyte EPI-
MODEL24 SCT (OECD, 2014). Em relacao a irritacdo cutanea in vitro apés TG 439, os
modelos utilizados séo: EpiSkinTM (SM), EpiDerm™ (SIT), SkinEthic™ (RHE), LabCyte
EPIMODEL24 SIT, epiCSR e Skin+R (OHAT, 2015). Para testar produtos de protegéo
solar, as empresas também estdo desenvolvendo modelos de pele equivalente
incorporando melandcitos (por exemplo, MelanoDerm™, MatTek corp., epiCSR -M,
ATERA SAS & CellSystems Gmbh, e SkinEthic™ RHPE, subsidiaria da L'Oréal).

Embora os modelos de pele equivalente tenham sido usados pela inddstria
cosmética para testes de corrosao e irritacdo da pele de formulacées quimicas, até o
momento ndo se sabe se esses modelos sdo apropriados para estudar a citotoxicidade,
corrosdo da pele, irritacdo e fototoxicidade de formulagcbes contendo NPs de TiO2. Por
esta razdo, esta revisdo sistematica visa responder a seguinte questdo proposta: A

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

3.2 Metodologia

A revisdo sistematica (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 avaliacdo
de confiabilidade dos estudos de toxicidade in vitro denominada por Ferramenta de
Avaliacdo de Confiabilidade de Dados Toxicologicos (ToxRTool) foi seguida para

aumentar a qualidade e a transparéncia dessa pesquisa.

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

e Populagao: modelo de pele humana 3D

e Intervencdes ou exposicao: exposicdo de NPs de TiO2 nos modelos de pele

equivalente
e Comparagao: modelos de pele equivalente sem exposicéo a NPs de TiO2

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

citotoxicidade, fototoxicidade, irritacdo e corrosao.

e Desenho do estudo: estudos in vitro

3.2.2 Procura da estratégia

Foi realizada uma busca eletrbnica nas bases de dados das bibliotecas
MEDLINE/PubMed, Science Direct, Web of Science, Scopus e SciELO até fevereiro de
2019. Somente estudos em inglés, portugués, espanhol ou francés foram selecionados,
sem restricdo de data. Além disso, foram realizadas pesquisas nas referéncias dos
estudos incluidos (isto é, referéncia cruzada). Assim como estudos ndo publicados
(literatura cinza) foram analisados nas bases de dados Gray Literature Report e
OpenGrey. Foi utilizada uma estratégia de busca especifica para cada banco de dados,

de acordo com suas caracteristicas (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 "oxicity"[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 (skin OR epidermis) AND (titanium OR tio2) AND (skin irritancy test OR

*toxicity)
Literature

3.2.3 Critérios de elegibilidade (OHAT)

Os critérios de inclusdo e excluséo estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Critérios de inclusado e exclusdo

PICO Incluséao

Exclusao

Populacéo Estudo in vitro em modelo de pele
equivalente

Testes clinicos
Estudos in vivo

Estudos in vitro em
monocamada

Exposicao Exposicéo de NPs de TiOz;

O TiO2 deve estar na escala
nanomeétrica;

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

Tamanho médio na escala
micromeétrica
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Comparagdo Modelo de pele equivalente sem
exposicao de NPs

Desfecho Efeitos gerados pelas NPs no Estudos focados na
modelo de pele equivalente: caracterizagao e sintese
citotoxicidade, fototoxicidade, de NPs

irritacao e corroséao

Tipo de Os relatorios devem conter dados  Artigos sem dados

publicagédo originais originais (por exemplo,
editoriais, resenhas,
cartas);

Outros idiomas além do
portugués, espanhol e
inglés;

Estudos publicados
apenas em forma abstrata;

Capitulos de livros;

3.2.4 Selecao de estudos, processo de triagem e extracdo de dados

Os titulos 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 publica¢cbes
gue preenchiam os critérios de inclusdo. As divergéncias entre os autores da revisdo
foram resolvidas através de uma discussao cuidadosa, e as divergéncias restantes foram
resolvidas por um terceiro revisor (J.M.G.). Depois disso, foi obtido o texto completo dos
artigos elegiveis. Finalmente, com base nos critérios de incluséo, dois autores/revisores

(P.L.S. e L.R.O.G.) selecionaram independentemente o0s artigos de texto completo
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relevantes. Além disso, as divergéncias entre os autores revisores foram resolvidas pelo

mesmo processo utilizado na primeira fase de selecao.

Quando disponiveis, os seguintes dados foram extraidos das publicacdes pelos
revisores (PLS e RC): ano, DOI, tipo de modelo de pele, substancia de teste, estrutura
cristalina das NPs de TiO2, tamanho primario da particula, tamanho das NPs de TiO:2
apos dispersédo, tempo de exposi¢cdo, o resultado esperado dos controles positivos e
negativos, resultado da avaliacao do teste de corroséo e/ou irritacao e fototoxicidade e a

principal concluséo.

3.2.5 Avaliagéo da confiabilidade

A avaliacdo 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 ndo
atendido' ou néo relatado). Esses 18 critérios estdo agrupados em cinco grupos
principais: |- ldentificagdo da substéncia avaliada, II- Caracterizacdo da substancia
avaliada, IlI- Descricdo do desenho do estudo, V- Documentagédo dos resultados do
estudo e V- Plausibilidade do desenho e resultados do estudo. Uma pontuacéo final foi
registrada para cada grupo principal de cada artigo, e uma pontuacao geral para cada

estudo.

Nesta ferramenta, existem alguns critérios considerados indispensaveis para a
confiabilidade de um estudo, destacados em vermelho (apresentados em informagdes
suplementares). Independentemente da pontuacdo geral, somente se esses critérios
forem atribuidos como "1" a ferramenta classificard o estudo como uma categoria
confiavel (1 ou 2). Essas categorias sdo: 1 (confiavel sem restricdes), 2 (confiavel com

restricbes), 3 (ndo confiavel) e 4 (n&o atribuivel).
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Por fim, o ToxRTool classificou na caixa “A” a categoria na qual o artigo foi
atribuido com base na soma de pontos (pontuacgéo geral), independentemente do critério

vermelho. E, em "B", a categoria € 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 titulos 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 referéncias nao resultou em qualquer estudo.
Apos a remocéo das duplicatas, 31 estudos tiveram seus titulos e resumos selecionados
e 24 estudos foram excluidos por ndo atenderem aos critérios de elegibilidade. Em
seguida, a triagem de texto completo n&o excluiu nenhum estudo, resultando na incluséao
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 revisao sistematica
(Figura 5 Diagrama de fluxo da Prisma).
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Figura 5. Fluxograma do processo de sele¢do de literatura.

Obtido de: Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses: The PRISMA Statement (Moher et al., 2009)

3.3.2 Avaliacéo da Confiabilidade

Como descrito anteriormente, a avaliacdo da confiabilidade foi realizada usando
a ferramenta ToxRTool. Pode-se observar que alguns critérios ndo foram atendidos pelos
autores. O numero de repeticbes e 0os métodos estatisticos para andlise dos dados

apresentados séo alguns dos critérios que nao foram descritos por alguns autores. Na
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tabela 3 é possivel observar a pontuagdo geral e as categorias de cada artigo
selecionado. Assim, todos os artigos foram classificados na categoria A com “17,
correspondendo aos artigos considerados confiaveis sem restricées. Os artigos também
foram classificados na categoria B com “1” quando todos os critérios considerados

indispensaveis para o estudo foram confiaveis e atendidos.

Tabela 3. Pontuacao geral e categorias dos artigos selecionados.

Autor Pontuacao | Categoria A | Categoria B
geral
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 Caracteristicas do Estudo

Dos sete artigos encontrados e analisados, quatro estudos utilizaram o
EpiDerm™ (MatTek Corporation) (Horie et al., 2016a; Kim et al., 2016a; Miyani & Hughes,
2017; Park et al., 2011) um utilizou o EpiKutis™ (Biocell Biotechnology, China) (Tang et
al., 2018) e um utilizou o KeraSkin (Modern Cell & Tissue Technology, Seul, Coréia) (Choi
et al., 2014a) e o ultimo foi desenvolvido no proéprio laboratério (Kato et al., 2014). De
acordo com os critérios de inclusdo, todos os sete artigos usaram NPs de TiO2 como
substancia de teste. Como mencionado, exibem trés formas cristalinas de NPs de TiOz:
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 substancias de teste, como: NPs de oxido de zinco, 6xido de zinco/dioxido de
titanio (Choi et al., 2014a), prata(Kim et al., 2016b; Miyani & Hughes, 2017), diéxido de
cério (Miyani & Hughes, 2017), 6xido de ferro (Kim et al., 2016b), 6xido de aluminio (Kim
et al., 2016b), poliestireno (Park et al., 2011) e fulereno-C60 aprisionado em
polivinilpirrolidona (Kato et al., 2014). O tamanho primario das NPs de TiO:2 variou de 6
a 108 nm. Em relacdo ao tamanho dos aglomerados apés a dispersédo, como pode ser
visto na Tabela 4, apenas trés autores descreveram com precisao o tamanho das NPs
(Choi et al., 2014a; Horie et al., 2016a; Tang et al., 2018)dois autores nao descreveram
o tamanho (Kato et al., 2014; Miyani & Hughes, 2017), um autor demonstrou o tamanho

do aglomerado por imagem de microscopia eletrbnica de transmissdo (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 varias centenas de nanémetros (Kim et al., 2016b).

O teste de irritacdo da pele foi realizado em cinco artigos. Dois autores realizaram
testes de corrosédo 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 a enzima IL-8, ensaio IL-1a, expressao

relativa do gene HO-1, geracao intracelular de EROs e hidroperoxidos lipidicos.

Trés autores usaram a concentracdo de 100 pug/mL, no entanto, cada autor
utilizou diferentes tempos de exposicao: 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 concentracao de 15 pg/mL por 3 h de exposicao
(Kato et al., 2014), outro utilizou a concentracdo de 1 mg/mL por 1 h de exposicéo (Miyani
& Hughes, 2017). Além disso, dois autores usaram o mesmo periodo de exposi¢ao de 3
min e 1 h. Em um estudo, a epiderme foi umedecida com &gua deionizada e foram
adicionados 25 mg da substancia teste (Kim et al., 2016b) e em outro estudo, 25% da

substancia teste em agua deionizada foi usada (Choi et al., 2014a).

3.3.4 Resultados de toxicidade

e Irritacdo na pele

Todos os artigos que avaliaram a irritacdo cutanea utilizaram o ensaio de
brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (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 néo irritante no modelo 3D, onde nao foi observada reducdo da
viabilidade celular. Em todos os estudos, os resultados foram comparados com 0s
controles positivos e negativos, nos quais o dodecil sulfato de sédio (SDS) foi usado

como controle positivo, a solu¢do salina tamponada com fosfato de Dulbecco (DPBS) e
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a solucao salina tamponada com fosfato (PBS) foram usadas em alguns estudos como

controle negativo.

e Corrosao da pele

Dois autores usaram NPs de TiO2 para avaliar a corrosao da pele (Choi et al.,
2014a; Kim et al., 2016b). Choi et al. e Kim et al., usaram hidroxido de potassio (KOH
8N) como controle positivo (Choi et al., 2014a; Kim et al., 2016b). Choi et al. observaram
gue apds 3 min de exposi¢cdo com KOH 8N, a viabilidade foi reduzida para 1%, enquanto
a viabilidade da amostra tratada com NPs de TiO2 foi de 94% (z 3,0). Apds 60 min de
exposicdo as NPs de TiOz2, observou-se que a viabilidade diminuiu em comparacdo 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 apdés 3 min de
exposicao, o tratamento com 25 mg de NPs de TiO2 levou a viabilidade de 96,3% (+ 2,4),
enquanto o KOH 8N reduziu a viabilidade para 9,8% (x 1,6). Apdés um tempo de
exposicdo 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 concluiram que as NPs de TiO2 sdo ndo corrosivos,
considerando que a viabilidade era maior que 50 e 15% apdés 3 e 30 min de exposicao,

respectivamente.

e Fototoxicidade

A avaliagcéo da fototoxicidade das NPs de TiO2 no modelo de pele equivalente
foi realizada em dois artigos. Foram aplicados tempos variados de exposi¢cao, doses néo
toxicas de UVA de 6 J/cm? (Park et al., 2011) e 40 J/cm? (Tang et al., 2018). Nos dois
casos, a fototoxicidade foi avaliada pela redugéo da conversédo mitocondrial de MTT em
formazan. Os autores concluiram que as NPs de TiO2 ndo exibiram fototoxicidade no

modelo de pele equivalente na presenca de radiacédo UV.
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3.4 Discussao

Com o avanco da nanotecnologia, muitos produtos com materiais em nanoescala
foram introduzidos em diversas areas, como cosméticos, alimentos, medicamentos e
eletrébnicos (Louro et al.,, 2019; Luderwald et al.,, 2019). Portanto, a exposicdo a
nanomateriais esta em crescimento exponencial e pode ocorrer tanto durante a sintese
guanto no uso do produto. Devido & maior relagdo area/volume da superficie, as NPs se
tornam mais (bio) reativas em comparagdo com os materiais a granel normal, dando
origem a preocupacdes sobre a seu potencial toxicidade para os seres humanos (Sharifi
et al., 2012; Shi et al., 2013a). As NPs de TiO2 sdo amplamente utilizadas nas industrias
de cosméticos, especialmente em filtros solares como uma alternativa aos absorvedores
quimicos disponiveis de UV (4cido p-aminobenzdéico e benzofenonas) que causam
algumas reacoes alérgicas e/ou perturbacdes enddcrinas. O dioxido de titanio possui trés
estruturas cristalinas diferentes (anatase, rutilo e brookita), no entanto, o rutilo € o mais
utilizado em cosmeéticos, devido ao seu alto indice de refracdo, protegendo a pele dos
efeitos nocivos dos raios ultravioleta (Martirosyan & Schneider, 2014). A Agéncia
Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC) classificou o dioxido de titAnio como um
possivel agente cancerigeno humano (grupo 2B), no entanto, ndo ha distincdo quanto
ao tamanho do titanio (macro, micron e/ou nanoescala). A heterogeneidade das
nanoparticulas de TiO2 (distribuicdo granulométrica; aglomeracdo e agregacao;
morfologia, estrutura cristalina, pureza) para aplicacdes de filtro solar é elevada,

tornando-se fortemente debatido o risco das NPs de TiO2 (Jacobs et al., 2010).

Ha muito tempo, as industrias cosméticas estavam testando seus produtos
usando testes de corrosao e irritagdo da pele em coelhos OCDE (OCDE, 2015). No
entanto, por questdes éticas (principio dos 3Rs — Substituicéo, refinamento e reducéo de
ensaios em animais), restricbes cientificas e econémicas 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) séo utilizados para testar novos produtos farmacéuticos.

As principais vantagens dos tecidos 3D de bioengenharia sdo sua relevancia

fisiol6gica, uma vez que recapitulam o microambiente do tecido, maior reprodutibilidade
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em comparacdo com modelos ex vivo, potencial preditivo superior devido ao possivel
uso de células humanas, juntamente com a diminuigédo de custos e preocupacdes éticas
(Gholobova et al., 2018; Sarmento, Andrade, Baptista, et al., 2012). Construcdes de pele
de elevada qualidade (que imitam a morfologia, composicao lipidica e diferenciacdo da

pele humana nativa) estao disponiveis comercialmente.

As construcfes de pele equivalente disponiveis atualmente ainda ndo contém
todos os tipos de células essenciais (células dendriticas e macrofagos), nem integram
vasos sanguineos, nem a interferéncia dinamica entre epitélio e tecido conjuntivo,
essenciais para regular a morfogénese e homeostase epidérmica. Isso reforca a
necessidade de construcbes 3D mais complexas que possam abordar estudos
toxicolégicos complexos. Atualmente, a principal estratégia € usar técnicas de
biofabricacdo, como a eletrofiacio e a bioimpressdo, para desenvolver modelos
biolégicos cutaneos relevantes constituidos por tipos celulares especializados
(melandcitos, adipdcitos, Langherans, imunes, células-tronco, entre outros) com uma
vasculatura perfundida que permite a liberagdo fisiologica de oxigénio e nutrientes
(Mathes et al., 2014). O principal objetivo € alcan¢ar um construto cutaneo 3D fisiologico
relevante que possa ser usado para avaliacdo toxicoldégica de novas formulaces
cosmeéticas, mas também para o desenvolvimento de medicamentos anticancer, 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 disponivel, constatamos que para a avaliacao do risco das
NPs de TiO2, os modelos mais utilizados sédo os modelos in vitro (células primarias e
linhas celulares derivadas de diferentes 6rgaos/tecidos) e modelos in vivo. Os resultados
sugerem que as NPs de TiO2z induzem a liberagéo de EROs, levando a perda de fungbes
celulares vitais, podendo levar a morte celular e se acumulam preferencialmente no
figado e baco (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 revisdo sistematica demonstra que os modelos de pele equivalente

utilizados mimetizam as propriedades histolégicas, morfologicas, fisiolégicas e
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bioquimicas da epiderme humana. A confiabilidade desses estudos foi avaliada pelo
ToxRTool e todos os 18 critérios avaliados por esta ferramenta sdo apresentados nas
Tabelas S2-S8 (Informacdes Complementares). Esta tabela descreve uma simulacao de
um trabalho que atende a 100% dos critérios, bem como a avaliacao 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 exposicao,
estruturas cristalinas e revestimentos de superficie, medidas diferentes para doses de
exposicdo (massa, area ou numero de particulas) que, na pratica, resultam em
dificuldade de conversdo em um ao outro, bem como néo caracterizou adequadamente

o tamanho e a estabilidade das particulas durante a exposi¢ao celular.
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Dos 7 artigos analisados, seis deles concluiram que as NPs de TiO2 sdo nao
irritantes, corrosivos e nao fototéxicos (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 TiO:z 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 interferéncia das NPs de TiOz é atribuida as
propriedades de adsorcao de luz da NP na mesma regido espectral usada pelo MTT
(Holder et al., 2012; Kroll & Hendrik, 2012; Ong et al., 2014). No entanto, as NPs também
se adsorvem na superficie das células impedindo a transformagcdo adequada das
moléculas do ensaio, podendo ocorrer reagcdes quimicas entre as NPs e 0s compostos
teste e até a liberacdo de ions metalicos das NPs podem modificar a atividade catalitica

mitocondrial das células, alterando a leitura do MTT (Kroll et al., 2009).

Alguns autores relataram que a interferéncia aumenta com o aumento da
concentracdo de NPs (Holder et al., 2012; Kroll & Hendrik, 2012; Ong et al., 2014), e
enfatizam que é necessario usar concentracdes de NPs que ndo reduzam o MTT. E
importante ressaltar que, nos ultimos anos, foram introduzidas extensas etapas de
lavagem nos protocolos e a possivel interferéncia 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 varias lavagens ou
centrifugagdes, as NPs de TiO2 podem permanecer aderidas a placa de cultura ou até
adsorvidos na superficie das células. A contribuicdo das NPs para o sinal de absorcéo
de luz do MTT depende também da concentracdo de MTT-formazan reduzido presente
nas misturas MTTred/MTTox, sugerindo diferentes mecanismos de interferéncia que nao
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 reacao,
causando diferentes niveis de interferéncia (Mello et al., 2020). A Figura 6 mostra um
esquema de interferéncia de NP com o ensaio de MTT. Como é possivel observar, as
propriedades das NPs podem gerar artefatos e interpretagdes errbneas 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 superficie celular e aqueles internalizados pelas células
interferem na leitura da fluorescéncia ao refletir/absorver parte do incidente e emitir luz
(Lammel & Sturve, 2018). Isso adiciona uma nova complexidade a avaliacdo de risco das
NPs, pois cada caracteristica especifica do tipo de célula influencia a internalizacdo das

NPs, o trafego intracelular e o destino final.

A s b1) B

Propriedades
Carga Opticas +

superficial 4

l'Tamanho

Capacidade
de adsorgéo

Composigéo%

s quimica
N

Controle

~. O

Geracgao de artefatos
\ e uma ma interpretagao

Figura 6. Esquema de ensaios toxicologicos. A) Caracteristicas fisico-quimicas das NPs de TiO2 que
possivelmente interferem nos ensaios biol6gicos; que incluem B) capacidades Opticas das NPs de TiOz,
como absorbancia intrinseca e/ou fluorescéncia (b1); adsorcdo de proteinas, sais e corantes nas NPs (b2);
e dissolucdo de NPs com a consequente liberacdo de ions metalicos no sobrenadante (b3). C) Teste
convencional de MTT analisando NPs de TiO2, demonstrando que as NPs podem adsorver no corante

MTT, evitando a metabolizac&o dos reagentes. Imagem adaptada de: https://smart.servier.com
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Além do MTT, outros ensaios biolégicos interferem com as NPs de TiO2 (consulte
a Tabela S9 nas Informac¢des 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 proteina 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-carboxifluoresceina
diacetateacetoximetil  éster (CFDA-AM) (Lammel &  Sturve, 2018) e
2',7'diclorofluoresceina (DCF) (Kroll & Hendrik, 2012). Além disso, as interferéncias
podem ser cumulativas quando, por exemplo, dois ensaios fluorométricos sao utilizados

nas mesmas células para quantificar um ponto final Unico.

A avaliacdo da toxicidade das NPs de TiO2 ndo € uma questéo trivial. Portanto,
0S pesquisadores precisam usar sempre que possivel protocolos validados para testes
de irritacdo da pele, corroséo e fototoxicidade com modelos de pele equivalente. Deve-
se aplicar concentragbes que imitam situacdes reais, mas ao mesmo tempo
concentracfes abaixo dos niveis de interferéncia. Sempre que € possivel, introduzir
centrifugacdo, varias lavagens ou até mesmo remover 0Ss sobrenadantes sédo
abordagens recomendadas para reduzir a interferéncia. Acreditamos que, com
procedimentos eficazes de lavagem, podemos esperar que as NPs ndo possam interagir
de maneira eficaz e suficiente com o MTT, de maneira que ndo possa alterar
significativamente os resultados, no entanto, precisamos levar em consideracdo que
essa abordagem introduz outra preocupa¢do com a caracterizacdo da exposicao e as
métricas de dose aplicadas. As retomadas das adaptacfes dos ensaios devem ser
verificadas caso a caso, com uma série de experimentos de controle para cada NP para
obter dados confidveis sobre a nanotoxicidade. Sugerimos também a realizagdo de
testes complementares, como avaliagdo de citocinas, histopatologia e avaliagdo da
integridade da membrana celular, através da deteccdo da resisténcia elétrica
transepitelial (TEER), sempre trabalhando com controles especificos.
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Ha muito tempo, a comunidade de nanotoxicologia abordava questdes técnicas,
como questdes de dosagem, estado de agregagédo dos materiais em funcéo do tempo.
Acreditamos que para fornecer uma avaliacdo realista dos riscos das NPs, é necessario
identificar as principais caracteristicas fisico-quimicas que podem prever resultados
toxicolégicos, trabalhar com condicbes de exposicdo que imitam uma situacdo real e
caracterizar as NPs e suas interacbes com sistemas bioldgicos (exemplo: proteina
corona, sua capacidade transformacional no sistema biolégico). Alteracdes muito sutis
nas propriedades das NPs podem alterar completamente a proteina corona que é
absorvida pelas NPs, resultando em mudancas surpreendentes in vivo. Como o grau de
interferéncia pode ser relevante, dependendo das propriedades 6pticas das NPs, da
estabilidade da NP, dos testes de citotoxicidade e do tipo de teste de ponto de
extremidade fluorométrico, recomenda-se o0 uso de mais de um ensaio in vitro (por
exemplo, a citometria de fluxo é considerada o método com menos interferéncia com as
NPs), especificamente com diferentes métodos de deteccédo e usar controles adequados
(como controles negativos, seria aconselhdvel testar separadamente os agentes
dispersantes usados como estabilizadores das NPs nas mesmas condicdes). Materiais
de referéncia adequados sao necessarios em estudos toxicolégicos e devem ser feitos
esforgos para avaliar mais do que a viabilidade celular (ex: ciclo celular) (Singh et al.,
2019).

3.5 Concluséo

Considerando os dados obtidos por essa revisdo sistematica, as NPs de TiO2
foram consideradas nao irritantes, corrosivas e ndo fototdxicas 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 TiOz2, no entanto, enfatizamos a necessidade de protocolos
padronizados com procedimentos de lavagem eficientes para remover as NPs da
superficie do modelo de pele equivalente, com o intuito de evitar possiveis interferéncias

das NPs de TiO2 com o ensaio.
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CAPITULO II

Desenvolvimento de modelo de epiderme humana
reconstruida
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4. Capitulo Il: Desenvolvimento da epiderme reconstruida

4.1 Introducéo

Como se sabe, a pele é a barreira mais externa entre o corpo humano e o meio
ambiente e, portanto, esta diariamente exposta a diferentes substancias. Os produtos
cosméticos sdo frequentemente aplicados na pele, e o potencial de um produto ou
ingrediente causar irritacdo ou corrosdo na pele deve ser cuidadosamente avaliado como

parte do processo geral de avaliacdo de seguranca (Diez-Sales, et al., 2018).

Avaliar a seguranca de um produto cosmético nao é trivial, pois depende de como
esse produto € utilizado pelo consumidor, e isso influencia diretamente na quantidade de
substancia que pode ser absorvida pela pele ou mucosa. Foi observado que devido ao
impacto irritante de alguns produtos ou substancias, concentra¢cdes muito altas geram
reacoes falso-positivas e podem potencialmente sensibilizar os consumidores, enquanto
concentragfes muito reduzidas causam resultados falso-negativos (Nigam et al., 2009;
Vaibhav et al., 2021; Luz et al.,2022).

Na Europa, os cosméticos sdo avaliados quanto a seguranca com base na
avaliagédo de cada ingrediente individual. De acordo com o Artigo 3 do Regulamento de
Cosmeéticos, um produto cosmético disponivel para compra deve ser seguro para a
saude humana quando usado em condicdes normais ou razoavelmente previsiveis
(Vinardell MP and Mitjans M, 2017).

Uma das responsabilidades do Comité Cientifico de Seguranca do Consumidor
(SCCS) e recomendar um conjunto de diretrizes para que as industrias de cosméticos
considerarem ao desenvolver estudos para uso na avaliacdo de seguranca de

substancias cosméticas (Vinardell MP and Mitjans M, 2017).

Na década de 1980, com o intuito de avaliar se essas substancias poderiam
causar irritacao dérmica, foi desenvolvido o teste Draize, que € 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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Organizacao para Cooperagao e Desenvolvimento Econémico (OCDE) (OECD, 1988), e
na década de 1990, também foi incluido nas normas 1ISO 10993 (ISO, 2010). Entretanto,
devido as limitaces dos resultados quando comparado com humanos, e principalmente
devido as preocupacbes em relacdo ao bem-estar animal, o teste Draize foi
progressivamente substituido por métodos alternativos in vitro, com o intuito de reduzir,
refinar e substituir a experimentacéo animal (Russell, et al., 1959; Percie et al., 2020). A
partir de marco de 2013, foi oficialmente banido a utilizacdo de animais para testar
produtos cosméticos, na Unido Europeia. Desde entdo, as empresas dessa area tém o
desafio de desenvolver seus produtos sem utilizar os tradicionais estudos toxicolégicos

em animais.

Como método alternativo, foram entdo desenvolvidos os modelos de pele
equivalente, que mimetizam as propriedades histologicas, morfolégicas, bioquimicas e
fisiologicas das diferentes camadas da pele humana (Debels, et al., 2015; Caddeo e
Sartori, 2017).

Em 2010, foi desenvolvido pela OECD, o guia de irritacdo cutanea em modelos
de epiderme humana reconstruida (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 criacao, alguns modelos foram validados e sado
comercializados, seguindo os requisitos de qualidade e reprodutibilidade, como os
modelos da EpiSkinTM (EpiSkin Research Institute,Lyon, Franca), 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 Cientifica Brasileira
e 0 Congresso Nacional se empenharam para termos um marco regulatério de protecao
aos animais para fins cientificos. Atualmente, ainda existe uma grande burocracia em
relacdo a importagéo de tecidos comerciais, e no Brasil, 0 tnico modelo comercializado
€ o modelo de RHE da Episkin, no entanto, eles utilizam lotes de células importadas para
a sua producdo. Portanto, é de extrema importancia ndo dependermos dos modelos

importados, e sim termos a competéncia nacional de produzir 0S nossos proprios
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modelos. Precisamos ser capacitados em disseminar o conhecimento na tematica de
métodos alternativos ao uso de animais, assim como ofertar, no &mbito dos laboratérios
integrantes da Rede, servicos para ensaios toxicolégicos utilizando metodologias
alternativas ao uso de animais. Protocolos internos para a construcédo desses modelos
tridimensionais sdo necessarios e vem sendo desenvolvidos por alguns grupos de
pesquisa. Contudo, eles precisam ser validados para parametros especificos, como a

irritacdo e corrosdo (De Vecchi et al., 2018).

Assim, objetivamos implementar e avaliar a proficiéncia do modelo de epiderme
humana reconstruida do Grupo Boticario em relacao ao potencial de irritacdo, bem como
utilizar esse modelo para avaliar a toxicidade de NPs de TiOo.

4.2 Metodologia

4.2.1 Construcéo dos modelos de pele de espessura total e RHE

4.2.1.1 Construcédo do modelo de pele de espessura total (derme e epiderme)

Culturas primérias de fibroblastos dérmicos humanos e de queratindcitos
dérmicos humanos foram utilizados. No treinamento fornecido pelo Grupo Boticario, 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).

Apoés 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 queratindcitos foram mantidos em meio Epilife (Gibco)
suplementado com os fatores de crescimento para queratinécito, e ambas as culturas

foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de COa.
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Para a construcdo do modelo de espessura total, foi realizada a expansao das
células até a passagem 5, ap0s o descongelamento. Em seguida, foi realizada a
formacéo da derme e posteriormente da epiderme, como mostrado na figura 7. As peles
foram nutridas por meio de diferenciacdo e mantidas na interface ar-liquido por 11 dias
para que estivessem em condi¢cdes adequadas para a realizagédo do teste de irritacao
cutanea in vitro. Todos os experimentos de pele de espessura total foram realizados em

triplicata.

Adigao de fibroblastos para a
formagao da derme em uma L. Adicdo de queratindcitos para
matriz de colageno Irradiacao a formagao da epiderme

\ ,

Figura 7. Esquema da constru¢do do modelo de pele equivalente

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

4.2.1.2 Construcdo do modelo de epiderme humana reconstruida (RHE)

O modelo de RHE foi produzido utilizando queratindcitos primarias 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: CO015C, lote: 2437268) e 1
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lote de células cedidas pela Faculdade de Medicina de Petropolis/lUNIFASE, codificada
como hKT MB 04. Todas as células ficaram acondicionadas em ampolas para
congelamento e mantidas em nitrogénio liquido. Apos descongelamento, as células

foram expandidas em frascos de cultura celular de 25 e/ou 75 cm?.

O meio de cultura KGM (Meio de crescimento para queratindcito, Lonza, Cat.
0000444755) suplementado com os fatores de crescimento para queratinécito, foram
utilizados para cultivar os queratinécitos cedidos pelo BCRJ e pela UNIFASE, e para
cultivar os lotes de queratindcitos adquiridas da Gibco, foi utilizado o meio EPILIFE (Meio
de crescimento para queratinécito, Gibco, Cat. 232345). Apo6s plaqueadas, as células
foram mantidas em uma incubadora umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO2, a

temperatura de 37°C.

A avaliacdo de senescéncia foi realizada utilizando o kit de coloracéo histoquimica
de células senescentes da Sigma (Cat. CS0030). Todas as imagens de morfologia
celular em monocamada foram obtidas em um microscépio Optico 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 microscépio 6ptico

invertido da Zeiss Axiovert, utilizando o programa Zeiss AxionVision.

Para analises histolégicas, os tecidos foram fixadas com formaldeido 4%,

emblocados em parafina e as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina.

4.2.2 — Teste de irritacdo segundo o TG 439 da OECD

Para a realizacdo do teste de irritagdo cutanea, o protocolo da OECD 439: In
vitro skin irritation: reconstructed human epidermis test method, 2019, foi utilizado como
base. O teste de irritacdo foi feito utilizando as 10 substancias quimicas descritas pelo
Guia da OECD 439. Como controle positivo foi utilizado o Dodecil sulfato de sédio (SDS),
e como controle negativo a Solucao Salina Tamponada com Fosfato (PBS), e a pele sem
tratamento. Para as substancias liquidas, foram utilizados um volume fixo de 40uL, e

para as substéncias solidas foram utilizados 10mg sobre a superficie de cada pele
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reconstruida (RHS), nas peles sem tratamento, foi adicionado apenas agua deionizada.
Apébs 42 minutos de exposicao, as peles foram cuidadosamente lavadas com pelo menos
20mL de PBS. O PBS foi totalmente removido com o auxilio da pipeta, e 0 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 solucdo de MTT (500 pL) na concentracdo de 1 mg/mL,
foi adicionado em cada poco e mantido em contato com as peles por 3 horas, na auséncia
de luz, a 37°C e 5% de CO2. ApoOs incubacdo, a epiderme foi imediatamente
acondicionada em Isopropanol (Merck) durante 16-18 horas, sob refrigeracéo. A leitura
da absorbancia foi mensurada em 570nm utilizando um espectrofotometro (SoftMax Pro
5.4). O percentual de viabilidade celular para cada amostra testada foi calculado em
relacdo ao controle sem tratamento. A substancia foi considerada néo irritante se
viabilidade celular em relagdo ao controle fosse = 50%, e a substancia foi considerada

irritante se a viabilidade celular em relagéo ao controle fosse < 50%.

4.2.3 Avaliacao da toxicidade de NPs de TiO2

4.2.3.1 Analise do potencial de irritagdo e citotoxicidade de NPs de TiO2

Os testes de irritacdo e de citotoxicidade foram feitos utilizando duas diferentes
concentracbes de NPs de TiO2, 10 pg/mL e 100 pg/mL. Como controle positivo foi
utilizado o Dodecil sulfato de sédio (SDS), e como controle negativo a Solucdo Salina
Tamponada com Fosfato (PBS), e a pele sem tratamento. Foram adicionados um volume
fixo de 40uL de cada amostra sobre a superficie do modelo de pele humana reconstruida
(RHS), nas peles sem tratamento, foi adicionado apenas agua deionizada. Para
avaliacdo do potencial de irritagdo foi utilizado um tempo de 42 minutos de exposicéo,
enquanto para a avaliacdo da citotoxicidade, foi utilizado um tempo de 48 horas de

exposicdo de NPs. ApOs esses tempos, as peles foram cuidadosamente lavadas com
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pelo menos 20mL de PBS. O PBS foi totalmente removido com o auxilio da pipeta, e 0

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 sessao 4.2.2. Esse
estudo foi realizado em triplicata de pele, de um uUnico experimento (modelo de RHE

construida com o lote de células cedido pele UNIFASE).

4.2.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

Para o preparo das amostras para visualizacdo no MEV, foi utilizado como
substrato condutor o ouro. Inicialmente, os modelos de RHE construida 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 Microscopio Eletrénico de Varredura FEI Quanta FEG 450
(FEI, Eindhoven, Holanda), equipado com uma unidade EDS (EDAX), e operando
com um potencial de aceleracao de 10 kV. A identificacdo de elementos presentes

na amostra foi realizada através do software Genesis (do sistema EDAX EDS).

4.3 Resultados

4.3.1 Treinamento para a construcado do modelo de espessura total, com epiderme

e derme (desenvolvida nos laboratérios do Grupo Boticério)

4.3.1.1 Avaliacdo da irritagdo cutanea in vitro

O primeiro modelo desenvolvido pelo Grupo Boticario foi 0 modelo de espessura
total, com epiderme e derme. A andlise do desempenho do modelo de espessura total
pelo teste de irritacdo cutédnea, pode ser realizada seguindo as diretrizes da OECD 439

(OECD No0.439, 2019), que utiliza o ensaio de MTT, o qual permite observar e diferenciar
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substancias irritantes das potencialmente nao irritantes. O principio desse ensaio é medir
a viabilidade celular do modelo de pele equivalente pela conversédo enzimatica do corante
vital MTT em um sal de azul de formazana, que € medido quantitativamente apos a
extracdo dos tecidos. As substancias quimicas irritantes sao identificadas por sua
capacidade de diminuir a viabilidade celular em 50% ou mais, ja as substancias quimicas

gue reduzem a viabilidade celular em menos de 50% sao consideradas néo irritantes.

Um teste preliminar de irritacdo foi realizado em triplicata utilizando trés 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 nao foi
capaz de converter o MTT em azul de formazana. Por outro lado, as peles sem
tratamento ou expostas a substancia nao irritante, o HBSS, produziram a formazana e
apresentaram coloracdo arroxeadas, como € possivel observar na figura 8A. Esses
resultados foram confirmados pela porcentagem da viabilidade celular e pelas imagens
histoldgicas (Figura 8B e 8C). Os valores de viabilidade foram normalizados em relagéo

ao controle sem tratamento.
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Figura 8. Modelo de pele de espessura total (epiderme e derme) desenvolvida nos laboratérios do Grupo
Boticario(A) Imagem fotografica dos modelos de pele de espessura total apos o teste de irritacéo utilizando
o indicador MTT. (B) Porcentagem da Viabilidade celular apés o tratamento com os controles (negativo e
positivo), normalizados em relacéo ao controle sem tratamento. A linha em vermelho indica o limiar entre
as substéncias que sdo consideradas ndo irritantes (maior que 50%) ou irritantes (menor que 50%). (C)

Imagens de histologia.

Nas imagens histoldgicas, € possivel observar a morfologia dos modelos de pele
nos controles testados. No controle sem tratamento e no controle positivo a morfologia
da pele esta 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 satisfatéria ao teste de irritagcdo, conseguindo distinguir, adequadamente, a

substancia ndo irritante da irritante.
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4.3.2 Construcdo do modelo de pele de espessura total nos laboratérios do
INMETRO

O primeiro passo para a construgdo do modelo de pele equivalente é
descongelar e expandir as células para que se tenha um numero total de células
suficientes para a construcdo do modelo. Como mencionado, os fibroblastos foram
cultivados em meio DMEM High suplementado com 10% de SFB, enquanto os
queratindcitos foram cultivados utilizando o meio KGM suplementados com os fatores de
crescimento para queratinocitos. Através das imagens de microscopia optica foi possivel
observar que as culturas estavam viaveis, com uma boa morfologia e com uma boa
capacidade proliferativa. Os fibroblastos mantiveram uma morfologia alongada

caracteristica e os queratindcitos estavam fusiformes e proliferativos (figura 9).

Figura 9. Imagens das culturas de células em monocamada, obtidas por microscopia Optica. (A)

Fibroblastos e (B) queratindcitos.

Apbs expansao celular, a primeira etapa para a formacéo da pele é a construcao
da derme. Os fibroblastos séo adicionados em placas de 12 pocos contendo transwell, e
séo levados para uma etapa de irradiagdo UV, utilizando um comprimento de onda fixo
de 340 nm, com o intuito de controlar o crescimento dos fibroblastos e reduzir a contragéo

do colageno. A epiderme € construida acima da derme com a adicdo dos queratinécitos,
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e sao necessarios de 10 a 12 dias para a formac¢do completa da pele. Em seguida, os
modelos de peles foram lavados para a histologia para confirmamos se a constru¢ao do
modelo de pele de espessura total foi realizada com sucesso. Uma amostra foi fixada em
parafina e a outra foi fixada por criopreservacdo, para tentarmos observar por qual

protocolos os cortes ficariam melhor (figura 10).

» .J‘ / -
Figura 10. Imagem de histologia dos modelos de pele de espessura total desenvolvida nos laboratérios
do INMETRO (A) Fixado por parafina e por (B) criopreservagéo.

Como observado nas imagens de histologia, em ambos os casos a pele néo
estava totalmente formada, e aparentemente s6 houve formacéo da epiderme. Por esse
motivo, comegamos a investigar qual poderia ter sido o problema para a ndo formagéo
da pele, uma vez que todas as etapas foram realizas. Apds algumas investigacoes,
descobrimos que o problema ndo estava na manipulacéo e sim na etapa de irradiacéo
das amostras no UV. Aparentemente 0 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 Boticéario trabalha com um espectro total de 300 a 800nm
(Sun-test). Por esse motivo, ndo conseguimos dar continuidade a construcéo da pele

utilizando o nosso equipamento.
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4.3.3 Construcdo do modelo de epiderme humana reconstruida (RHE) nos
laboratérios do INMETRO e avaliacdo da proficiéncia em relacdo ao potencial de
irritacao

No periodo em que estdvamos fazendo nossos testes, o Grupo Boticario
desenvolveu um modelo de pele s6 com epiderme (epiderme humana reconstruida -
RHE). Esse modelo, além de ter um custo reduzido por utilizar apenas um tipo celular, é
o0 modelo recomendado pela OECD 439 para testes de irritacdo. Como esse modelo ndo
apresentava a camada dérmica, consequentemente ndo precisava da etapa de
irradiacdo. Desta forma, o Grupo Boticario fez a transferéncia de tecnologia deste
modelo, para verificarmos a eficiéncia do modelo em relacdo ao seu potencial de
irritacdo. Na primeira tentativa da construcdo 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 irritacdo apenas com controles: controle negativo (PBS), controle positivo (SDS) e
sem tratamento (figura 11).

B Controle Controle — Controle +

Sem tratamento PBS SDS

Teste de irritagdo (MTT) D

Porcentagem (%)

Controle Sem Tratamento  Controle negativo (PBS) Controle positivo (SDS)
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Figura 11. Primeiro modelo de epiderme humana reconstruida (RHE) desenvolvida nos laboratérios do
INMETRO. (A) Imagem das peles sem os insertos. (B) Imagem dos modelos de RHE apods o teste de
irritac@o utilizando o indicador MTT. (C) Viabilidade celular dos modelos de pele equivalente apés o
tratamento com os controles (negativo e positivo), normalizados em relacdo ao controle sem tratamento.
A linha em vermelho indica o limiar entre as substancias que séo consideradas néo irritantes (maior que

50%) ou irritantes (menor que 50%). (D) Imagem de histologia da RHE.

A imagem de histologia confirmou a constru¢do de uma RHE com pelo menos 4
camadas de células e estrato corneo. Apds esse ensaio piloto, conseguimos dar
continuidade ao teste de proficiéncia do modelo RHE quanto ao potencial de irritagéo,
seguindo o guia 439 da OECD. Na tabela 5 é possivel observar as 10 substancias
guimicas necessarias para demostrar a proficiéncia do modelo, sendo 5 substancias nédo

irritantes e 5 irritantes.

Tabela 5. Substancias quimicas utilizados para proficiéncia do modelo.

1 Naphthalene acetic acid

Isopropanol
Methyl stearate
Heptyl butyrate

Nao Irritantes

Hexyl Salicylate

Cyclamen aldehyde
1-bromohexane

Potassium hydroxide (5% aq.)

O 00 N oo b W N

Irritantes

1-methyl-3-phenyl-1-piperazine

[
o

Heptanal
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Os proximos modelos de RHE construidos, foram feitos em quantidades
superiores para realizacdo de experimentos completos de proficiéncia em relagcdo ao
potencial de irritacdo (10 quimicos e controles) em triplicata. Vale ressaltar que nesta
tabela se encontra a numeragcdo de cada substancia quimica que sera utilizado nos

resultados seguintes.

Na figura 12 estd representado o primeiro teste de irritacdo completo, com as 10
substancias quimicas e com os controles (teste de irritacdo 1), mostrando a viabilidade
dos modelos de RHE apds 42 minutos de exposicao as substancias quimica, e a imagem

de histologia do controle sem tratamento.
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Figura 12. Teste de irritacaol. (A) Viabilidade celular dos modelos de RHE ap0s o tratamento com as
substancias, por 42 minutos. A linha em vermelho indica o limiar entre as substancias que sao
consideradas néo irritantes (maior que 50%) ou irritantes (menor que 50%). (B) Imagem de histologia da
RHE.

Como mencionado anteriormente, as substancias sao classificadas como nao
irritantes se apresentarem viabilidade celular maior ou igual a 50% e irritantes se a
viabilidade for menor que 50%, e a densidade Optica ideal é superior a 0,8, de acordo
com a OECD, uma vez que nosso modelo se assemelha ao modelo SkinEthic™MRHE.

Nesse primeiro experimento, obtivemos uma densidade éptica 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
substancias. Ao observar o resultado de viabilidade celular do nosso modelo de RHE,
vemos que o modelo respondeu conforme o esperado no que se refere as substancias
irritantes. Porém, para as substéncias néo irritantes, duas das cinco substancias, a
substancia 1 (Naphthalene acetic acid) e a substancia 2 (isopropanol), apresentaram

viabilidade menor que 50%, e, portanto, elas seriam consideradas irritantes.

O resultado do segundo teste de irritacdo teve um comportamento semelhante ao
teste de irritacdo 1. Entretanto, o valor de densidade Optica 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 substancias irritantes quanto as nao irritantes, foram
menores do que no teste de irritacdo 1. Desta forma, além das substancias 1 e 2 se
comportarem como irritantes, a substancia 4 (Heptyl butyrate) que € uma substancia ndo
irritante, também apresentou viabilidade inferior a 50% se comportando como irritante
(Figura 13).
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Figura 13. Teste de irritacdo 2. (A) Viabilidade celular dos modelos de RHE apés o tratamento com as
substancias, por 42 minutos. A linha em vermelho indica o limiar entre as substincias que sao
consideradas néo irritantes (maior que 50%) ou irritantes (menor que 50%). (B) Imagem de histologia da
RHE.

Esse resultado sugere que o estrato cérneo formado desse modelo néao foi
suficiente para proteger as camadas vivas da pele, e, portanto, nosso protocolo precisa
de constantes otimizacfes visando melhorar a funcédo de barreira do estrato cdrneo.
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Sabe-se que o tempo de cultura dos modelos de RHE na interface ar-liquido influéncia
na proliferacdo e diferenciagdo das células. Quanto mais tempo na interface ar-liquido,
considerando condi¢cbes Otimas de meio e condigcbes de cultivo, mais as células da
camada basal de proliferam e se diferenciam. Desta forma, com o passar do tempo as
camadas do estrato corneo vao se acumulando e se tornam mais espessas, uma vez
gue néo existe descamacg&o nos modelos in vitro. Assim, quanto mais espesso o estrato

cérneo, maior a protecdo das camadas basais contra a acado de substancias nocivas a
pele.

Os testes de irritacao 3 e 4, obtiveram densidades Opticas muito baixas, de 0,285
e 0,425, respectivamente, sendo um indicativo de que as peles néo estariam totalmente
completas ou apresentavam poucas camadas. Esses resultados foram confirmados
pelas imagens de histologia (Figura 14).
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Figura 14. Teste de irritacdo 3 e 4. (A) Viabilidade celular dos modelos de RHE, do teste de irritagdo 3 e

(B) imagem histologia do controle desse teste. (C) Viabilidade celular dos modelos de RHE, do teste de
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irritacdo 4 e (B) imagem histologia do controle desse teste. A linha em vermelho indica o limiar entre as
substancias que séo consideradas ndo irritantes (maior que 50%) ou irritantes (menor que 50%).

Como foi observado os modelos de RHE construidos nao apresentaram
reprodutibilidade, possivelmente devido a variabilidade dos lotes de células primarias.
Para contornar esta questdo foram adquiridos 2 novos lotes de células da Gibco.
Entretanto, durante a expansdo celular, foi observado que as células estavam com
morfologia caracteristica de uma cultura de queratinécitos, epiteliéide e estavam em
colénias. Além disso as células apresentaram um crescendo anormal, e s6 apés 2
semanas do inicio do cultivo atingiu-se a confluéncia de aproximadamente 75%. Mesmo
com essa observacdo, demos continuidade a manutengéo das células com o intuito de
avaliar se ap0s a primeira passagem as células recuperariam o comportamento
esperado. Entretanto, 0 mesmo resultado foi observado, a cultura ndo estava expandindo
como esperado. Com o intuito de observar se 0 atraso no crescimento poderia estar
associado a presenca de células senescentes, foi realizado um ensaio de histoquimica
com marcacdo de células destas células. Através das imagens de microscopia optica,
observamos que a maioria das células estavam coradas de azul, e, portanto,

confirmando o estado de senescéncia (Figura 15).

Figura 15. Imagens de microscopia Optica: Histoquimica com marcacao de células senescentes.
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Acreditamos que a falta de reprodutibilidade dos lotes das células obtidas possa
decorrer de variagdes durante a execucao do protocolo original de isolamento ou mesmo
da caracteristica dos doadores. Portanto, parece premente a necessidade de protocolos
validados para a producédo dos masterbanks de células a serem utilizadas neste tipo de
ensaio posto que a inconsisténcia na producdo dos modelos equivalentes de pele ou
epiderme resultam no desperdicio de recursos financeiros e tempo, além de contribuir

para controvérsia na literatura e inseguranca junto aos reguladores.

O Boticario avaliou o efeito do tempo, 7 a 10 dias, de exposi¢cao da cultura na
interfase ar-liquido (tempo de diferenciacdo) na construcdo do modelo de RHE (figura
16).

Figura 16. Imagens de histologia do modelo de RHE em diferentes tempos de diferenciacéo.

(Imagem cedida pelo Grupo Boticério)

Como é possivel observar na figura 16, as peles construidas com 8 e 9 dias de
diferenciacdo possuiam mais camadas viaveis de células do que nos outros dias.
Portanto, a partir destes resultados, o protocolo foi novamente otimizado para ser
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construido com 8 ou 9 dias de diferenciagdo ao invés de 11 dias, como estava sendo

utilizado anteriormente.

Apos o estabelecimento deste protocolo e com o intuido de confirmar o efeito da
variabilidade dos lotes de células, conseguimos um lote de queratindcitos na Faculdade
de Medicina de Petropolis — UNIFASE. Esse lote de célula foi obtido e processado,
seguindo um protocolo préprio do laboratério. Na figura 17, encontra-se o resultado do
ultimo teste de irritacdo realizado até o momento (teste de irritacdo 5), utilizando o

protocolo de 9 dias de diferenciacéo.
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Figura 17. Teste de irritacdo 5. (A) Viabilidade celular dos modelos de RHE apdés o tratamento com as
substancias, por 42 minutos. A linha em vermelho indica o limiar entre as substincias que sao
consideradas néo irritantes (maior que 50%) ou irritantes (menor que 50%). (B) Imagem de histologia da
RHE.

Observamos um modelo de RHE com multiplas camadas e um estrato cérneo
bem formado, o que proporcionou uma densidade 6Optica obtida nesse modelo superior
aos outros modelos construidos anteriormente, com uma DO de 0,949. Também
observamos 0 mesmo comportamento quanto ao percentual de viabilidade, ou seja, 0

mesmo efeito dos produtos quimicos testados, para cada preparacéo realizada, 0 mesmo
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perfil de resposta foi proporcionado por cada composto. Até o momento nao
conseguimos identificar uma explicacdo plausivel para o fato de duas substancias
classicamente nao irritantes se comportarem como irritantes. Contudo, a imagem de
histologia confirma os resultados obtidos pelo Grupo Boticario no estudo com diferentes

tempos de diferenciacao.

4.3.3.1 Avaliacao 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 caracterizacéo fisico-quimica dessas NPs em meio aquoso e em meio de

cultivo KGM, apos dispersao, foram previamente descritos (Sanches, et al., 2019).

Para avaliar a toxicidade das NPs de TiOz, utilizamos o0 mesmo protocolo do teste
de irritagdo para substancias quimicas. Nesse ensaio, utilizamos dois diferentes tempos
de exposicado, 42 minutos, que é o mesmo tempo utilizados para avaliar a o potencial de
irritacdo das substancias quimicas e 48 horas, que foi o tempo utilizado nos estudos

anteriores, em duas diferentes concentrac¢des, 10 pg/mL e 100 pg/mL (Figura 18).
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Figura 18. Avaliacdo da toxicidade de NPs de TiO2. (A) Viabilidade celular dos modelos de RHE apds
exposicéo de 10 pg/mL e 100 pg/mL de NPs de TiOz, por 42 minutos e 48 horas. A linha em vermelho
indica o limiar entre as substéncias que séo consideradas néo irritantes (maior que 50%) ou irritantes
(menor que 50%). (B) Imagens de histologia dos modelos de RHE do controle e apds exposi¢do de 10
pg/mL e 100 pg/mL de NPs de TiOz2, por 48 horas.

De acordo com esse resultado, ndo houve diferencas significativas na viabilidade
das peles tratadas com as diferentes concentragdes de NPs de TiOz, e nos dois tempos
estudados. As imagens de histologia apés 48 horas de exposi¢cdo, que foi o tempo
maximo de exposicao, confirmam os resultados de viabilidade, corroborando resultados
prévios de que as NPs de TiO2 ndo sdo irritantes nem causam toxicidade na pele, bem

como néo alteram a estrutura morfolégica da pele, mesmo em grandes concentragdes.

A Microscopia Eletrbnica de Varredura acoplada ao Detector de espectroscopia
de raios X por energia dispersiva (EDS) permitu avaliar a morfologia e a possivel
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presenca de NPs de TiO2 nos modelos de RHEs expostos a diferentes concentragdes
de NPs (Figura 19).

Figura 19. Imagens de Microscopia Eletrdnica de Varredura acoplados a EDS dos modelos de RHE

expostas a diferentes concentracdes de NPs de TiO2. (A) Controle, (B) 10 pg/mL e (C) 100 pg/mL.
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Ao lado de cada imagem de Microscopia Eletronica de Varredura, estdo os
respectivos espectros de EDS mostrando a composicdo quimica presente na amostra. A
presenca de titdnio ndo foi observada em nenhuma das amostras, apresentando 0% em
todas as situacdes. Levando-se em consideracdo que a suspensao de NPs é exposta ha
superficie do modelo, foi realizado uma imagem apenas da superficie do modelo de RHE

que foi exposta a 100 pg/mL de NP de TiO2, como é possivel observar na figura 20.

T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

Figura 20. Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura acoplados a EDS da superficie do modelo de
RHE expostas 100 ug/mL de NPs de TiO2

De acordo com esse resultado, aparentemente ndo houve acumulo de NPs TiO2
na superficie dos modelos de RHE. N&o é afirmar que houve internalizacdo das NPs. A
internalizacdo podera ser identificada em estudos adicionais utilizando Microscopia

Eletronica de Transmisséao.
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4.4 Discussao

4.4.1 Construcéo e implementacdo 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 consideracdo seu uso como
meétodos alternativos aos animais, principalmente nas industrias quimicas e de
cosmeéticos (Debels et al., 2015; Caddeo et al., 2017; Uwe, et al. 2019) .

Nos ultimos anos, diversos estudos tém sido realizados com o intuito de
desenvolver métodos alternativos a experimentacdo em animais para os testes de
irritacdo cutanea e ocular, e, portanto, muitas alternativas para a realizacdo desses testes
se encontram disponiveis, principalmente para os testes de Draize (Vinardell & Mitjans,
2008; Mathes et al., 2014; Moniz, et al. 2020).

Neste capitulo comecamos demonstrando as etapas de aprendizagem da
construcdo do modelo de pele de espessura total, formados por derme e epiderme,
seguido de um teste preliminar de irritacdo utilizando um controle positivo, um negativo
e um controle sem tratamento. Aparentemente, pelas imagens histolégicas, o modelo de
pele de espessura total do Grupo Boticario apresentou a histologia do modelo de pele de
espessura total semelhante a pele humana nativa. O estrato corneo desses modelos
deve sempre proporcionar uma funcéo de barreira semelhante a da pele nativa, com o
intuito de serem utilizados como uma valiosa ferramenta para a avaliacdo da toxicidade

cutanea (Corsini et al., 2014; Molinari et al., 2013).

O modelo de pele de espessura total do Grupo Boticario apresentou o
comportamento esperado frente a exposi¢cao aos controles positivo e negativo, SDS e
PBS, sugerindo que esse modelo possui um estrato cérneo robusto, suficiente para
resistir a penetracao rapida de produtos quimicos. As imagens de histologia confirmaram
a robustez do estrato corneo assim como foi possivel 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 quimicos
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irritante e nao irritantes também reflete na qualidade da funcdo de barreira desses
modelos (Chermnykh, et al. 2020; Justine e Simon, 2022).

Contudo, ndo foi possivel reproduzir esse modelo de espessura total nos
laboratorios do INMETRO. A primeira dificuldade encontrada na construcdo desse
modelo ocorreu na fase de irradiacdo de UV, onde ndo conseguimos reproduzir as
condi¢cdes de exposicdo a radiacdo UV adequadas e necessaria como previsto no
protocolo original. Apés a formacédo da derme e antes da adigdo dos queratindcitos para
a formacéo da epiderme, alguns pesquisadores utilizam em seus protocolos uma etapa
de irradiacdo para controlar o crescimento dos fibroblastos, pela inativacdo da
proliferacdo, evitando que estes se sobreponham ao crescimento e diferenciacdo dos
queratindcitos. Vale ressaltar que essa etapa é utilizada para inativar ou reduzir a
proliferacéo dos fibroblastos e ndo para a morte celular, tendo em vista que essa camada
€ utilizada como uma “camada alimentadora” e de sustentagdo para o crescimento e

diferenciacdo dos queratindcitos.

Maas-Szabowski et al. afirmaram que os fibroblastos humanos interrompem sua
duplicacdo utilizando uma dose de irradiacdo de 70 Gy (Maas-Szabowski et al., 2003).
Entretanto, foi demonstrado que qualquer dose variando entre 70 a 150 Gy, podem ser
utilizadas sem alteracdes significativas na viabilidade, para a inativacao dos fibroblastos,
servindo como camada de sustentacdo para o desenvolvimento dos queratindcitos
(Yoshito, 2011). Alguns pesquisadores também demonstraram a constru¢éo de modelos
de pele equivalente sem a utilizacdo da etapa de irradiacdo. No entanto, para a
construcdo desses modelos que visam a associacdo de derme e epiderme, faz-se
necessario a utilizagdo de uma matriz extracelular, geralmente matrizes tridimensionais
de colageno, para evitar que os fibroblastos invadam os limites da epiderme (Ramasamy,
et al., 2021).

Devido as diferengas nos equipamentos de irradiacdo utilizados pelo Grupo
Boticario e pelo INMETRO, tentamos implementar a constru¢cdo do modelo de pele de
espessura total utilizando diferentes doses de irradiacdo. Alternativamente. tentamos

implementar a construcdo do modelo sem a utilizagdo da irradiagdo, sempre com o
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objetivo de reconstruir um modelo similar ao desenvolvido pelo Grupo Boticério.

Entretanto, ndo tivemos sucesso e essas abordagens foram descartadas.

4.4.2 Implementacédo do modelo de epiderme reconstruida (RHE)

Como mencionado anteriormente, durante o tempo de implementacao do modelo
de pele de espessura total, com epiderme e derme no INMETRO, o Grupo Boticario
desenvolveu um modelo de pele s6 com epiderme (epiderme humana reconstruida -
RHE). Como esse modelo ndo apresentava a camada dérmica, consequentemente nao
precisava da etapa de irradiagdo. Portanto, houve a transferéncia de tecnologia deste
modelo para o INMETRO, para verificarmos a eficiéncia do modelo em relacdo ao seu

potencial de irritacéo.

Os modelos RHE sédo os mais vendidos comercialmente, uma vez que séo
utilizados para avaliar um grande numero de testes, como o0s testes de irritacéao,
corrosdo, genotoxicidade, fototoxicidade, administracdo de medicamentos
transdérmicas, testes de sensibilizacdo e metabolizacdo da pele, enquanto os modelos
conhecidos como modelos de Espessura Total (FT), que sdo os modelos constituidos
por epiderme e derme, sdo geralmente usados para avaliar a eficacia de medicamentos
(Mathes et al., 2014; Moniz et al. 2020). Entretanto, os testes de irritacdo e corrosao sao
considerados como as principais categorias para avaliar possiveis efeitos adversos na
pele devido a exposicdo tépica a produtos quimicos e cosméticos. As substancias
corrosivas danificam irreversivelmente a pele, enquanto as substancias irritantes geram
uma reacdao inflamatéria local reversivel, que é causada pelo sistema imunolégico inato
do tecido afetado. Alguns tipos de produtos quimicos desencadeiam uma resposta
irritante apos repetidas exposicdes a mesma area da pele, e alguns produtos quimicos
podem causar irritacdo ap0s uma unica exposicdo. Por esse motivo, 0s requisitos
regulatorios atuais concentram-se em avaliar o potencial de irritacdo aguda de

cosméticos e produtos quimicos para prevenir possiveis 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 mudancas no seu conteudo e morfologia e, eventualmente ha a
transformacéo de células poligonais vivas em células achatadas mortas, denominado
como estrato corneo (Wikramanayake, et al.,, 2014; Mathes et al., 2014; Moniz et al.
2020). O primeiro modelo de RHE construido no INMETRO, mostrou ser similar aos
desenvolvidos pelo Grupo Boticéario, e com isso, conseguimos dar continuidade e avaliar

0 modelo em relacao ao potencial de irritagdo, seguindo as diretrizes da OECD 439.

Em relacdo aos modelos de RHE validados pela OECD 439, foi observado que a
espessura entre os modelos de pele equivalente utilizados para avaliar a irritacdo
dérmica variava. O modelo EpiDerm® apresenta uma epiderme variando entre 7 e 14
camadas (83-100 pum) com um estrato cérneo de 16 a 25 camadas (12-28 um). O modelo
Episkin™ apresenta uma epiderme variando de 7 a 10 camadas celulares (24-69 um) e
um estrato corneo de 15 a 24 camadas (17-37 um), o modelo SkinEthic™, apresenta
uma epiderme com 5 a 9 camadas de células (23-59 um) e um estrato cérneo com 14 a
24 camadas (15-32 um) (Anderson e Shive, 2012; OECD 2019). De acordo com a
imagens histoldgicas, observamos que nosso modelo de RHE, quando apresentou
densidade éptica superior a 0,8, mostrou ser similar ao modelo SkinEthic™, em relacao

ao numero de camadas e espessura.

Se observarmos os 5 lotes de peles desenvolvidas para o teste de irritacéo,
independentemente se a pele foi totalmente desenvolvida ou ndo, € possivel notar um
mesmo perfil na viabilidade celular. A substancias 1 (acido naftaleno acético) e a
substancia 2 (isopropanol), em todos os experimentos de irritacdo, se comportaram como
falso-positivos, uma vez que sao substancias nao irritantes. Tentamos entender através
da literatura o possivel motivo dessas substancias terem se comportado como falso
negativo, contudo, encontramos apenas 1 artigo que demostrou em uma das trés
triplicatas de experimentos independentes, um valor da viabilidade inferior a 50% para o
acido naftaleno acético (Pedrosa et al., 2017). Acreditamos que o isopropanol, por ser

uma substancia liquida e ser muito permeavel, 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
diminuic&o da viabilidade.

Com excecao dessas duas substancias, observamos que o modelo de RHE
construido nesse trabalho, quando apresentando uma densidade Optica superior a 0,8,
exibia uma performance equivalentes as peles recomendadas pelos guias da OECD 439.
Assim, o modelo aqui avaliado apresenta-se promissor para estudos que avaliem a

seguranca da pele em relacédo a substancias quimicas.

Em geral, para a construcdo de modelos de pele equivalente, sao utilizadas
células isoladas de restos cirargicos de prepucio de criancas, pois estas possuem um
melhor potencial para expansao e diferenciacdo quando comparados de células oriundas
de adultos. Sabendo-se deste fato, nosso trabalho foi todo desenvolvido com células de
doadores de no maximo 7 anos de idade. Deste modo, a idade dos doadores néo parece
justificar o comportamento heterogéneo observado nos diferentes lotes/origens das

células.

Nossos resultados confirmaram a necessidade de se utilizar para a construcéo de
modelos de pele equivalente, lotes de células processadas de forma correta, e seguindo
minunciosamente o0s protocolos de processamento e condi¢cdes de cultivo celular, tais
como, congelamento, descongelamento, nimero de passagens, entre outras boas
praticas, com o intuito de minimizar o risco de induzir alteracdes na producdo e,
consequentemente, causar respostas heterogéneas (Coecke et al., 2005; Carias et al.,
2018). Novamente, enfatizamos a importancia de seguir padrdes definidos para garantir
gue os dados resultantes sejam rigorosos e reprodutiveis. O Documento de Orientacao
sobre Boas Préaticas 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 previsdes de seguranca quimica, 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, estdo os papéis e responsabilidades; consideracdes de

gualidade; instalagGes; aparelhos, materiais e reagentes; sistemas de teste; teste e
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referéncia/ itens de controle; procedimentos operacionais padréo (POPs); desempenho

do método; relatdrios de resultados; armazenamento e retencao 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 consideracdo que nosso pais
possui limitagcdes alfandegarias, o dominio dessa tecnologia € de extrema importancia
com impacto na nossa soberania, representando um avanco ndo so para as industrias
cosmeéticas, mas também um avanco para entender melhor os processos bioldgicos da
pele (De Wever et al., 2015 , Groeber et al., 2016 , Mewes et al., 2016)

4.4.3 Avaliacao da toxicidade de NPs de TiO2

Anteriormente nosso grupo demonstrou a internalizacao de NPs de TiO2 (na fase
cristalina rutilo) tanto nos queratindcitos quanto nos fibroblastos primarios da pele
humana, em monocamada (Sanches, et al., 2019). Desta forma, um dos intuidos 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 consideracdo que esses modelos
superam as limitacdes dos modelos em monocamada (2D) e mimetizam as propriedades
histolégicas, morfoldgicas, bioquimicas e fisiolégicas das diferentes camadas da pele
nativa (Kim et al., 2016; Bo, et al. 2022).

O estudo de internalizacdo de NPs em modelos de pele tridimensional € de
relevante, levando-se em consideracdo que a avaliacdo da toxicidade dessas NPs,
disponiveis na literatura, utilizam o modelo in vitro em monocamada. Atualmente ainda
existem pouquissimos estudos da avaliacdo 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 contradicao em relagéo ao
efeito citotoxico das NPs de TiO2. Ao mesmo tempo que muitos estudos mostram que as

NPs de TiO2 ndo geram toxicidade e ndo séo irritantes, como demostrado no artigo de
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revisdo sistematica, outros estudos sugerem que as NPs de TiO2z induzem a liberacao
de EROs, levando a perda das funces vitais, podendo levar a 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).

Apés a reproducdo com sucesso do modelo de RHE, conseguimos avaliar a
possivel toxicidade das NPs de TiOz utilizando o ensaio de MTT, assim como foi realizado
para avaliar o potencial de irritacdo das substancias quimicas, em dois diferentes tempos
de exposicdo, 42 minutos e 48 horas. Nossos resultados confirmam que ndo houve
reducdo da viabilidade celular em quaisquer tempos estudados, tanto na avaliacao de
irritacdo 42 minutos, quanto na avaliagdo de toxicidade, 48 horas, mesmo na maior
concentracdo, corroborando artigos prévios que avaliaram a irritacdo dérmica de NPs de
TiO2no artigo de revisao sistematica (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 Eletronica de Varredura, mostrando que ndo houve alteragéo
na morfologia das peles nas diferentes concentragdes de NPs.

Alguns trabalhos mostram a interferéncia de NPs de TiO2 em muitos métodos de
analise, e 0 ensaio de MTT, € um deles. A interferéncia das NPs de TiO2 é atribuida as
propriedades de adsorcao de luz da NP na mesma regido 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 interferéncia acontece quando as NPs
entram em contato direto com a solu¢cdo de MTT, como acontece por exemplo em
exposicdo de NPs em culturas de células em monocamada, que mesmo com muitas
lavagens, para a remoc¢ao das NPs das membranas das células, grande parte das NPs
permanece aderidas no plastico/poco. No caso dos modelos de pele equivalente, isso
nao ocorre, pois as peles ficam em insertos, e a exposicao € feita em cima da pele. Apés
o tempo de exposicdo, as peles sdo lavadas 3 vezes, e a solugcdo de MTT é adicionada
no fundo do poco, e ndo sobre a pele, eliminando o contato do MTT, com as NPs. Apos
0 tempo necessario para que ocorra a conversao enzimatica do corante vital MTT em um
sal de azul de formazana, as peles sao removidas dos insertos e adicionadas na solugao

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 superficie das peles, de modo que nao foi detectado nenhum
sinal de NPs TiOz nas analises de EDS, mesmo na concentracdo mais alta de NPs.
Contudo, para observar se houve internalizacdo de NPs, sera necessario avaliar essas

amostras por Microscopia Eletrbnica de Transmissao.

45 Concluséao

Estes resultados sugerem que o modelo de RHE do grupo Boticario pode ser um
modelo promissor para ensaios in vitro de irritacdo cutanea, assim como também para
aplicacdes em outras areas de pesquisa basica 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 reconstrucao da epiderme. As
razdes para essa variabilidade podem decorrer de diversos fatores coma falhas na
padronizacdo ou realizacdo do método para isolamento e expansao celular. Este fato
acarreta grande perda de tempo e dinheiro. Por esse motivo, concluimos que o ideal é
gue a propria empresa ou instituto processe o tecido doado, utilizando sempre o mesmo
método de isolamento e expansdo celular, de modo a estocar lotes de células

reprodutivos, para esta finalidade.

Atingindo esse objetivo, esse modelo atende os requisitos necessarios para que
seja submetido a testes de validacdo Inter laboratorial, assim como certamente podera

representar um grande avanco em meétodos alternativos no Brasil.

Em relacéo as, concluimos que a exposicdo da RHE a diferentes concentracdes
de NPs de TiO2 ndo promoveu irritagdo ou perda de viabilidade celular corroborando

estudos previos.
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5. Trabalhos futuros

Para finalizar este projeto, e com o intuito de uma futura publicacdo, mais um
lote do modelo de RHE sera construido, seguindo o ultimo protocolo de construcédo do
modelo, que utiliza um periodo de 8 a 9 dias de diferenciacdo, para a construcéo total da
pele. Desta forma, teremos uma duplicata de experimentos independente. Além da
avaliacdo da irritacdo das substancias quimicas e das NPs de TiO2, seréa realizado uma
imuno-histoquimica do modelo de RHE utilizando o padrdo ouro da OECD, com
marcacdo de citoqueratina 10, citoqueratina 14, filagrina e involucrina. Assim como
também sera realizado uma avaliacdo do perfil de citocinas e Microscopia Eletrénica de

Transmissao para avaliar possivel internalizacao de NPs.

6. Dificuldades encontradas durante o desenvolvimento deste projeto

O acordo inicial entre o Grupo Boticario e o INMETRO foi de que o Grupo
Boticario forneceria o treinamento da doutoranda relativamente ao desenvolvimento do
modelo de pele equivalente para que posteriormente o mesmo fosse validado, ndo
havendo, portanto, transferéncia de tecnologia. Desta forma, o modelo seria construido
nos laboratérios do Grupo Boticério e em seguida, enviado por correio, para o INMETRO,
para que houvesse a validacdo do modelo de acordo com a diretriz da OCDE 439.
Entretanto, a logistica da transferéncia dos modelos de pele equivalente do Parana para
o Rio de Janeiro ndo ocorreu com sucesso considerando o risco do modelo perder a
viabilidade durante o transporte. Por este motivo, ocorreu uma alteracédo no plano de
trabalho da aluna sendo introduzida a etapa de constru¢cdo do modelo nos laboratérios
do INMETRO.

Como mencionado anteriormente, as constru¢des dos primeiros modelos de pele
equivalente no INMETRO né&o foram bem-sucedidos, devido a etapa de irradiacdo UV,
utilizado para a formacao da derme. O equipamento de irradiacéo disponivel apresenta
um comprimento de onda fixo em 340nm, diferente da utilizada pelo Grupo Boticario, 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 reconstituida (RHE), com o intuito
de eliminar as etapas de irradiacdo, 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 a interrupgdo dos trabalhos que estavam sendo realizados. Com o
intuito de maximizar o tempo disponibilizado pelo confinamento, NnoSso grupo escreveu
outro artigo de revisdo, no formato de Revisdo de Escopo, com o objetivo de
compreender se as respostas celulares provenientes dos nanomateriais sdo mediadas
por vesiculas extracelulares. Esse periodo também foi utilizado para ampliar o

conhecimento, como por exemplo, através de videos conferéncias.
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Titanium dioxide nanoparticles (TiO2 NPs) are regularly used in sunscreens because of
their photoprotective capacity. The advantage of using TiOp on the nanometer scale is
due to its transparency and better UV blocking efficiency. Due to the greater surface
area/volume ratio, NPs become more (bio)-reactive giving rise to concerns about their
potential toxicity. To evaluate the irritation and corrosion of cosmetics, 3D skin models
have been used as an alternative method to animal experimentation. However, it is not
known if this model is appropriate to study skin irritation, comrosion and phototoxicity of
nanomaterials such as TiOo NPs. This systematic review (SR) proposed the following
question: Can the toxicity of TiOo nanoparticles be evaluated in a 3D skin model? This
SR was conducted according to the Preliminary Report on Systematic Review and
Meta-Analysis (PRISMA). The protocol was registered in CAMARADES and the ToxRTool
evaluation was performed in order to increase the quality and transparency of this search.
In this SR, 7 articles were selected, and it was concluded that the 3D skin model has
shown to be promising to evaluate the toxicity of TiO2 NPs. However, most studies
have used biological assays that have already been described as interfering with these
NPs, demonstrating that misinterpretations can be obtained. This review will focus in the
possible efforts that should be done in order to avoid interference of NPs with biological
assays applied in 3D in vitro culture.

Keywords: titanium dioxide, nanoparticles, 3D skin model, alternative method, toxicity

INTRODUCTION

The development of the nanotechnology area, concerning to the nanomaterials production, is in
exponential growth (Wang and Tooley, 2011). According to the International Organization for
Standardization (ISO), nanomaterial is defined as natural, incidental or manufactured material
containing particles (unbound, aggregated, agglomerated state), where 50% or more of the particles,
have one or more external dimensions in the size range between 1 and 100 nm (Potoc¢nik, 2011;
International Organization for Standardization, 2017).
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Due to their nano dimensions, they can effectively have
electrical, thermal, and mechanical features, desirable for several
applications (Davis et al., 2010; Louro et al., 2019; Liiderwald
etal, 2019). Consequently, the human exposure to nanoparticles
(NPs) increased as a result of their use in industries such as: food,
pharmaceutical, cosmetic, biomedical (medical devices: implants,
prostheses, controlled drug delivery systems), aeronautics,
textiles as well as environmental engineering (Kongsong et al.,
2014; Sethi et al,, 2014; Semenzin et al., 2015; Miyani and Hughes,
2016; Hanawa, 2019; Shetti et al., 2019).

Regarding cosmetics, it is already known that many products
contain various types of nanometric materials such as: gold,
zinc oxide, titanium dioxide, nanotubes, fullerenes, among others
(Morganti, 2010). Some of the referred nanostructures were
introduced in sunscreens, with the final goal of protecting skin
from solar radiation, reducing the chances of melanoma and
also early skin aging (Wolf et al., 2001; Rampaul et al., 2007).
NPs are among the best photoprotective agents since they are
able to block the ultraviolet radiation incidence (Gonzalez et al.,
2008). Currently, titanium dioxide nanoparticles (TiO; NPs)
are the nanostructures mostly used in commercially available
sunscreens, due to their ability to reflect and spread ultraviolet
A (UVA, 320-400 nm) and ultraviolet B (UVB, 290-320 nm)
rays, protecting against sunburn and photoaging (Monteiro-
Riviere et al., 2011; Martirosyan and Schneider, 2014). TiO, was
previously classified as an inert particle, unable to be absorbed
by the skin (Nohynek et al, 2007). When these sunscreens
were created, TiO, was used in the micrometric scale, being
visible in the skin as an opaque layer. With the advancement
of nanotechnology and aiming to solve this undesirable visual
effect, TiO, NPs were introduced in the formulations. The EU’s
Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS) approved
nanometric titanium dioxide (in the three crystalline forms) to
be considered safe for use in cosmetic products intended for
application on healthy, intact or sunburnt skin. As UV filter
it can be introduced in cosmetic formulations at a maximum
concentration of 25%, except in applications that may lead to
exposure of the end users lungs by inhalation. The benefits of
using TiO NPs is their high surface area, increased properties
of scattering and reflection of ultraviolet rays and transparency
in visible light (Wiesenthal et al,, 2011). In contrast, this size
reduction of TiO,, increases their chances of internalization by
skin cells with possible biological consequences to consumers.

Some in vitro literature already described that TiO, NPs
induce toxicity, inflammation and genetic modifications that is
enhanced upon UVA and UVB exposure (Jin et al,, 2011; Shi
et al., 2013; Tucci et al., 2013; Zhao et al., 2013; Wang et al,
2014). The possible mechanisms of toxicity include oxidative
stress, where TiO, NPs trigger the formation of reactive oxygen
species (ROS) in different dermal cell lines (Tucci et al., 2013;
Zhao et al.,, 2013; Wang et al,, 2014; Foroozandeh and Aziz,
2015). ROS involvement in oxidative DNA damage, in human
epidermal, HaCaT cells (Shukla et al., 2014) and human dermal
fibroblasts (Saquib et al., 2012) was already reported. Resuming
dermal toxicity is associated with ROS generation, oxidative
stress, and collagen depletion that promote skin aging (Wuetal.,
2009). Actually, the strategy in the sunscreen industry is to coat

nano-TiO; in order to minimize their potential toxicity (Dréno
et al., 2019). Compounds such as: silica, alumina, cetylphosphate,
manganese dioxide, triethoxycaprylylsilane, PEG among others,
contribute to making sunscreens more passive, improving their
ability of capture or inhibit the formation of free radicals’ species
as well as to restrain NPs penetration in the skin (Filipe et al.,
2009; Osmond and McCall, 2010; Smijs and Pavel, 2011). These
alterations in NPs surface characteristics give rise to the need of
a new set of physicochemical characterization, in vitro and in
vivo evaluation, since surface modification regulates both inter-
particle and cell-NP interactions, mediating corona formation
that is widely known to induce specific cellular responses such
as cellular uptake, intracellular trafficking, accumulation and
biodistribution (Oberdérster et al., 2005; Filipe et al, 2009;
Osmond and McCall, 2010; Foroozandeh and Aziz, 2015; Ribeiro
et al., 2017; Sanches et al., 2019). Results suggest that benefitting
from a physical barrier in the form of a coating minimizes ROS
formation and consequent dermal toxicity (Yu et al., 2020).

The in vitro and in vivo data regarding the potential of dermal
absorption and/or penetration of TiO, NPs from sunscreens
exhibit controversial results. Although several articles describe
the opposite (Filipe et al., 2009; Senzui et al., 2010; Crosera
et al,, 2015), the penetration of TiO; NPs in healthy as well
as in damaged or lesioned skin (such as in cases of scarring,
sunburn and depilated skin) is demonstrated in the scientific
community (Tan et al., 1996; Lekki et al., 2007; Gontier et al.,
2008; Schneider M. 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), with damaged or lesioned
skin being more susceptible to TiO, NPs penetration (Tan et al.,
1996; Lekki et al., 2007; Gontier et al., 2008; Schneider M. 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). Prolonged application of TiO, NPs sunscreens in
healthy human skin, reveal the detection of titanium levels in
the epidermis and dermis of patients (Tan et al., 1996; Lin et al,
2011; Gulson et al., 2015; Nzess et al., 2015; Shakeel et al., 2016).
Recently, although the study has some limitations (few number of
volunteers), Pelclova et al. using highly sensitive characterization
techniques detected TiO, NPs in plasma and urine after 6 to
48h after sunscreen exposure, demonstrating that TiO; NPs can
pass the healthy protective layers of human skin and enter in
blood circulation, even with lower exposure times of sunscreen
application (Pelclova et al., 2019). The penetration of NPs is
not exclusive to TiO; NPs, with Brian Gulson et al. reporting
also the detection of zinc oxide used in sunscreens in human
blood and urine (Gulson et al., 2010). From our point of view,
and also already stated by OECD report that evaluate the in
vitro methods for human hazard assessment of nanomaterials
(Organisation for Economic Co-operation Development, 2018),
there exist many critical points in the available literature that
contribute to all the controversy regarding TiO, NPs penetration
in human skin. It is important to refer that several factors
such as: the model employed (animal, human with variations in
gender), size, chemical composition and coating of NPs, site of
application, particle solubility, dose and number of applications,
period of the study, the flexion motion of skin, UV exposure
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FIGURE 1 | Different pathways of nanoparticle penetration. Paracellular
transport (between cells), transcellular transport (inside the cells), transport by
hair follicles, sweat glands, skin folds or a combination of all. Image adapted
from: https://smart.servier.com.

among others, influence the dermal penetration of nanoparticles
(Gulson et al., 2015; Shakeel et al., 2016). To the best of our
knowledge, most of the studies are performed with a strong
variety of conditions and methodologies, where no standardized
protocols and reference nanomaterials are used. More important
is that the characterization techniques used to evaluate NPs skin
penetration were sometimes entering in the detection limit of the
equipment, contribute to all this controversy.

The mechanism of penetration of sunscreen nanoparticles
was not clarified, however, it is suggested that TiO; NPs
can be absorbed follow different pathways that include the
transcellular and paracellular transports, as well as hair follicles
(transappendageal), sweat glands, skin folds or a combination of
all, as shown in Figure 1 (Filipe et al., 2009; Wu et al., 2009). The
fact that upon skin penetration, NPs can reach the bloodstream,
and then undergo translocation to various distant tissues and
organs, suggest that prolonged time exposure to NPs, may pose
a health risk to consumers (Lademann et al., 1999; Baroli et al.,
2007; Lekki et al., 2007; Saquib et al., 2012; Shakeel et al., 2016).

As previously described, there are already many in vitro
(using 2D models) and in vivo (using animals) studies on
the cytotoxicity and genotoxicity effect of TiO, NPs. However,
cosmetic industries are using alternative methods, such as
3D skin reconstructed models, due to ethical, scientific and
economic considerations. The EU cosmetic legislation is working
toward the abolition of animal testing for cosmetics and
their ingredients (Evans et al,, 2016; Salamanna et al., 2016;
Caddeo et al, 2017; Alépée et al, 2018; Owen et al., 2018).
In fact, 3D engineered models mimicking human tissues
are under development to overcome the limitations of 2D
in vitro models regarding their limited predictivity (Vernetti
et al,, 2017). Currently, there are commercially available 3D
skin models as well as in-house constructs with several

levels of biological complexity. Figure 2 exhibits some of the
commercially available models.

The simplest model consists of an epidermis where
only keratinocytes are used, it is known as reconstructed
human epidermis (RHE) and it is commercially available as
EpiDerm™ (MatTek Corp), EpiSkin™ and SkinEthic™ (a
subsidiary of L'Oreal). They make use of reconstructed human
epidermis, which closely mimics the histological, morphological,
biochemical, and physiological properties of the epidermal layer
of human skin (Kim et al., 2016). The advantage of RHE models
is that they contain all the epidermal layers of skin, with the
main disadvantage of, it is not always possible to distinguish
the basale, spinosum and granulosum stratum, important issue
for penetration studies. Also, a low intra-batch variation and
sometimes a high inter-batch variation is observed (Mathes
et al, 2013; Almeida et al, 2017). In April 2007, EpiSkin™
and Epiderm™ models were approved by ECVAM (European
Center for the Validation of Alternative Methods) to replace
in vivo rabbit skin irritation test. They are also used for other
regulatory purposes, such as in vitro skin irritation (OECD
TG 439) and skin corrosion (OECD TG 431) tests of cosmetic
ingredients. An update in 2019 was made to include two
additional models namely SkinEthic™ and epiCS® (OECD,
2014, 2019). Besides that, these models are widely used for
phototoxicity, genotoxicity, sensitization, metabolization tests as
well as to test the administration of transdermal drugs (Mathes
et al,, 2013; Almeida et al., 2017). EpiSkin, for example, is an
in vitro reconstructed human epidermis from normal human
keratinocytes cultured on a collagen matrix at the air-liquid
interface that is validated for skin corrosion/irritation studies
(Alépée et al., 2018; Liu et al., 2018). Cell viability is the main
endpoint, however complementary assays can be performed,
such as gene array, histological, morphological analysis and
cytokine release (Sarmento et al, 2012; Almeida et al., 2017).
The Full-Thickness Skin Model (FT), commercially known as
EpiDerm-FT™ is a more elaborated model that consists of an
epidermis and dermis (keratinocytes and fibroblasts) and has
been widely used in drug or efficacy treatments (Mathes et al.,
2013). This model has the advantage of providing wall-to-wall
tissue, as well as having a basal membrane similar to in vivo when
compared to RHE models (simplest model). The permeability
of RHE models is inferior to human and pig skin, however
they are accepted to test in vitro permeation and penetration
studies when drugs are applied as aqueous solutions (Asbill
et al,, 2000; Schifer-Korting et al., 2008; Neupane et al., 2020).
Resuming for in vitro skin corrosion tests following OECD TG
431, the commercially available models are: EpiSkin™ Standard
Model (SM), EpiDerm™ SCT; SkinEthic™ RHE, epiCS®, and
LabCyte EPI-MODEL24 SCT (OECD, 2014). Regarding in vitro
skin irritation following TG 439 the used models are: EpiSkin™
(SM), EpiDerm™ (SIT), SkinEthic'™ (RHE), LabCyte EPI-
MODEL24 SIT, epiCS® and Skin+ ® (OHAT, 2015). In order
to test sun care products companies are also developing 3D
skin models incorporating melanocytes (e.g., MelanoDerm™,
MatTek corp.; epiCS®-M, ATERA SAS & CellSystems Gmbh;
and SkinEthic™ RHPE subsidiary of LOréal). Although 3D skin
models have been used by the cosmetic industry for corrosion
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FIGURE 2 | Scheme of the main 3D skin models used. Image adapted from https://smart.servier.com.

and skin irritation testing of chemical formulations, to the date
itis not known whether this models are appropriate for studying
the cytotoxicity, skin corrosion, irritation, and phototoxicity
of formulations containing TiO; NPs. For this reason, this
systematic review aims to answer the following proposed
question: Can the toxicity of TiO; nanoparticles be assessed in
the 3D skin model?

MATERIALS AND METHODS

This systematic review (SR) was conducted in accordance with
the Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions
(Higgins and Green, 2011), the Preferred Reporting Items for
Systematic Review and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines
(Moher et al, 2009) and the Office of Health Assessment
and Translation (OHAT) handbook (OHAT, 2015), which was
developed by National Toxicity Program. The protocol of
this SR was registered in CAMARADES at http://www.dcn.
ed.ac.uk/camarades/research.html#protocols. Also, a reliability
assessment of in vitro toxicity studies named Toxicological data
Reliability Assessment Tool (ToxRTool), was followed to increase
the quality and transparency of this search.

Focused Question (Based on PICO

Strategy) (Schardt et al., 2007)

Population 3D skin model

Interventions or exposure of TiO, NPs in the 3D model
Comparison 3D model without TiO; NPs exposure

Outcome Effects generated by TiO; NPs in the 3D skin model:
cytotoxicity, phototoxicity, irritation, corrosion.

Study design in vitro studies.

Search Strategy

An electronic search was carried out in the MEDLINE/PubMed,
Science Direct, Web of Science, Scopus and SciELO library
databases up to February 2019. Only studies in English,
Portuguese, Spanish, or French were selected, without date
restriction. In addition, searches in the references of the included
studies (i.e., cross-referencing) were conducted. Furthermore,
unpublished studies (i.e., gray literature) were analyzed in the
Gray Literature Report and OpenGrey databases. A specific
search strategy was used for each database, according to its
characteristics (Table 1).

Eligibility Criteria (OHAT)

The inclusion and exclusion criteria are stated in Table 2.
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TABLE 1 | Search strategy.

TABLE 2 | Inclusion and exclusion criteria.

Databases Keywords PECO Inclusion Exclusion
PubMed (“3d skin model"[tiab] OR “reconstructed human skin Population In vitro study in 3D skin Clinical trials
model"[tiab] OR “*human skin mode!"[tiab] OR “epidermis model In vivo studies
model"[tiab] OR “episkin"ftiab] OR “epidermis"[tiab] OR “skin In vitro studies of
equivalent model"[tiab] OR “reconstructed human monolayer culture
epidermis"[tiab]) AND (‘titanium dioxide”[tiab] OR "tio2"tiab] Exposure Exposure of TiOz NPs Average size in micrometric
OR "titanium”[tiab] OR “titanium”[mesh]) AND TiO, must have nanometric scale
(“nanoparticles[tiab] OR “NP"[tiab] OR “nanomaterials”[tiab] size
OR "nanoparticles"[Mesh] OR “metal nanoparticles”[meshl) TiO, suspensions in any
AND (“skin corrosion[tiab] OR skin “irritation"[tiab] OR crystaline phase or mixture
“toxicity"[tiab] OR “cytotoxicity"[tiab] OR “phototoxicity”[tiab] ; ;
OR *initation” tiab] OR “corrosion’[tiab] OR “Skin Irritancy ompariaon g)'? m;d: Wehout s
Tests"[Mesh]) ffpo . ) .
Science Direct (“skin model” OR epidermis OR episkin OR “skin equivalent Oiitcome Ehiecls gelnerated by Nesiin Studes fo'cuglng or e
" . . . o the 3D skin model: characterization and
model” OR “reconstructed human epidermis”) AND (titanium cytotoxicity, phototoxicity, synthesis of NPs
OR ti02) AND (nano*) AND (corrosion OR irritation OR toxicity o o ar;cfcomsbn b 2
OR cytotoxicity OR phototoxicity) Gaee o S i s hiioandi g
Web of science  (“skin model” OR “epidermis model” OR “episkin” OR “skin (Hicallontype  Peportamustcontaly et onna o
: 2 e : e original data (e.g., editorials, reviews,
equivalent model” OR “reconstructed human epidermis”) letters)
AND (“tio2" OR *"titanium”) AND (“nanoparticles” OR “NP" OR R
“nanomaterials”) AND (“skin comosion” OR “skin iitation” OR U0 3
N N e . - e Portuguese, Spanish and
“toxicity” OR “cytotoxicity” OR “phototoxicity” OR “irritation English

OR “corrosion”)

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

(“skin model” OR “epidemis 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”)

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

Scopus

Scielo

Gray Literature

Study Selection, Screening Process, and

Data Extraction

Titles and abstracts of the retrieved articles were screened by
two authors/reviewers (PS and LG) and then publications that
fulfilled the inclusion criteria were identified. Disagreements
between the reviewing authors were resolved through careful
discussion, and any remaining disagreements were resolved
by a third reviewer (JMG). After that, full text of eligible
articles was obtained. Finally, based on the inclusion criteria
two authors/reviewers (PS and LG) independently screened
and selected the relevant full-text articles. Furthermore,
disagreements between the reviewing authors were resolved
through the same process used in the first selection phase.

When available, the following data were extracted from the
publications by the reviewers (PS and RC): year, DOI, type
of skin model, test substance, the crystalline structure of TiO;
NPs, primary particle size, size of the TiO, after dispersion,
exposure time, the expected outcome of the positive and negative
controls, results in the evaluation of corrosion and/or irritation
and phototoxicity and main conclusion.

Studies published in
abstract form only
Book chapters

Assessment of Reliability

The reliability assessment was done by two reviewers (PS and
LG), using the ToxRTool developed by the European Center for
the Validation of Alternative Methods (ECVAM) (Schneider K.
et al, 2009). The in vitro part of this tool consists of a list of
18 criteria. Each criterion can be graded as “1” (i.e., “criterion
met”) or as “0” (i.e., “criterion not met” or not reported). Those
18 criteria are grouped in five major groups: I-Test substance
identification, II-Test system characterization, III-Study design
description, IV-Study results documentation and V-Plausibility
of study design and results. A final score was then recorded
for each major group of each article, and an overall score was
recorded for each study.

In this tool, there are some criteria considered indispensable
for a study to be reliable, and they are highlighted in red
(presented in Supplementary Information). Independently of
the overall score, only if these criteria are assigned as “1” the tool
will rate the study as a reliable category (1 or 2). Those categories
are: 1 (reliable without restrictions), 2 (reliable with restrictions),
3 (not reliable) and 4 (not assignable).

Finally, ToxRTool classified under “A” box the category in
which the article was assigned based on the sum of points (overall
score), regardless the red criteria. And, under “B” the category is
derived considering the red criteria.

RESULTS

Search
The initial search identified 43 articles, comprising 11 titles from
MEDLINE/PubMed, 13 from Science Direct, 12 from Scopus,
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FIGURE 3 | Flow diagram of literature selection process, from Moher et al. (2009).

and 7 from Web of Science. The search in the gray literature
or cross-referencing did not yield any studies. After duplicates
removal, 31 studies had their titles and abstracts screened, and
24 studies were excluded because they did not meet the eligibility
criteria. Then, the full-text screening did not exclude any studies,
resulting in 7 included articles (Park et al., 2011; Choi et al., 2014;
Kato et al, 2014; Horie et al, 2016; Kim et al, 2016; Miyani
and Hughes, 2016; Tang et al., 2018) in this systematic review
(Figure 3 Prisma Flow diagram).

Assessment of Reliability

As described previously, the reliability assessment was done
using the ToxRTool tool. It can be observed that a few criteria
were not met by the authors. The number of replicates and
the statistical methods for data analysis given is some of
the criteria that have not been described by some authors.

In Table 3 it is possible to observe the general punctuation
and categories of each selected article. Thus, all articles were
classified in category A with “1,” which corresponded to that
the articles that were considered as reliable without restrictions.
Articles were also classified in category B with “I1” when all
criteria considered indispensable for the study was reliable
and attended.

Study Characteristics

From the seven articles found and analyzed, four studies used
EpiDerm™ (MatTek Corporation) (Park et al., 201 1; Horie et al.,
2016; Kim et al., 2016; Miyani and Hughes, 2016), one used the
EpiKutis™ (Biocell Biotechnology, China) (Tang et al., 2018),
one used KeraSkin (Modern Cell & Tissue Technology, Seoul,
Korea) (Choi et al., 2014) and the last one was developed in their
own laboratory (Kato et al,, 2014). According to the inclusion
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TABLE 3 | General punctuation and categories of the selected articles.

References Overall score Category A Category B
Park et al. (2011) 16 1 1
Choiet al. (2014) 16 1 1

Kato et al. (2014) 17 1 1
Horie et al. (2016) 16 1 1
Miyani and Hughes 16 1 1
(2016)

Kim et al. (2016) 17 1 1

Tang et al. (2018) 18 1 1

criteria, all seven articles used TiO, NPs as test substance. As
it is well known, TiO, NPs exhibits three crystalline forms:
rutile, anatase, and brookite. However, some studies also use
mixtures of anatase and rutile structures. From the selected
articles, two articles used the rutile crystalline structures (Choi
et al., 2014; Kato et al.,, 2014), two articles used the mixture
(anatase and rutile) (Park et al, 2011; Kim et al, 2016),
one article used two crystalline structures, anatase and rutile
(Horie et al,, 2016), and two articles used anatase, rutile, and
mixture (Miyani and Hughes, 2016; Tang et al., 2018). Some
authors have also used other test substances such as: NPs of
zinc oxide, zinc oxide/titanium dioxide (Choi et al, 2014),
silver (Kim et al, 2016; Miyani and Hughes, 2016), cerium
dioxide (Miyani and Hughes, 2016), iron oxide (Kim et al,
2016), aluminum oxide (Kim et al., 2016), polystyrene (Park
et al,, 2011) and polyvinylpyrrolidone-entrapped fullerene-Cgg
(Kato etal., 2014).

The primary size of the TiO NPs ranged from 6 to 108 nm.
Regarding the size of agglomerates after dispersion, as it can
be seen in Table 4, only three authors precisely described NPg
size (Choi et al., 2014; Horie et al., 2016; Tang et al, 2018),
two authors did not describe the size (Kato et al., 2014; Miyani
and Hughes, 2016), one author demonstrated the agglomerate
size by transmission Electron Microscopy image (which is
apparently around 200 nm (Park et al., 2011) and one author
states that the size of NPs was several hundred nanometers
(Kim etal., 2016).

The skin irritation test was performed in five articles.
Two authors have done corrosion tests, and the other two
performed phototoxicity tests. In addition to these tests,
in some article’s histopathology, cytokine assay, lactate
dehydrogenase assay, IL-8 enzyme-linked immunosorbent
assay, IL-la assay, relative HO-1 gene expression,
intracellular ROS-generation, and lipid hydroperoxides
were performed.

Three authors used the concentration of 100 pg/mL, however,
each author used different exposure times: 1h (Park et al,
2011), 2h (Tang et al, 2018) and 4h (Horie et al, 2016).
In addition, one author used the concentration of 15g/mL
for 3h of exposure (Kato et al., 2014), another used the
concentration of 1 mg/mL for 1h of exposure (Miyani
and Hughes, 2016). Furthermore, two authors used the

same exposure period of 3min and 1h. In one study the
epidermis was moistened with deionized water and 25mg
of the test substance (Kim et al.,, 2016) and in another
study, 25% of the test substance in deionized water was used
(Choi et al., 2014).

Toxicity Results

Skin Irritation

All articles that assessed skin irritation used 3- (4,5-
dimethylthiazol-2-yl)—2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) assay (Park et al., 2011; Choi et al, 2014; Kim et al,
2016; Miyani and Hughes, 2016). In all cases, TiO; NPs
was shown to be non-irritating on the 3D model, where no
reduction in cell viability was observed. In all studies, the
results were compared with the positive and negative controls,
where Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) was used as a positive
control, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) and
Phosphate Buffered Saline (PBS) were used in some studies as a
negative control.

Skin Corrosion

Two authors used TiO> NPs to evaluate skin corrosion (Choi
et al., 2014; Kim et al., 2016). Choi et al. and Kim et al., used
potassium hydroxide (8N KOH) as a positive control (Choi et al.,
2014; Kim et al., 2016). Choi et al. observed that after 3 min of
exposure with 8N KOH the viability was reduced to 1%, while
the TiO, NPs treated sample viability was 94% (£ 3.0). After
60min of TiO; NPs exposure, it was observed that the viability
reduced in comparison to the time of 3 min, however, the viability
was higher than 50% (Choi et al, 2014). Kim et al. presented
similar results. They demonstrated that after 3 min of exposure,
treatment with 25mg of TiO; NPs led to the viability of 96.3%
(% 2.4) while 8N KOH reduced viability to 9.8% (£ 1.6). After
an exposure time of 60 min, the viability of the treated sample
with TiO; NPs decreased to 85.3% (£3.9) (Kim et al., 2016).
Therefore, the two studies concluded that TiO, NPs are non-
corrosive, considering that viability was >50 and 15% after 3 and
30min of exposure, respectively.

Phototoxicity

The assessment of TiO, NPs phototoxicity in the 3D skin model
was performed in two articles. It was applied variable exposition
times, non-toxic doses of UVA of 6 J/cm? (Park et al, 2011)
and 40 J/cm? (Tang et al., 2018). In both cases, phototoxicity
was evaluated by the reduction of mitochondrial conversion of
MTT to formazan. The authors concluded that TiO, NPs did
not exhibit phototoxicity in the 3D skin model in the presence
of UV radiation.

DISCUSSION

With the advancement of nanotechnology, many products with
nanoscale materials have been introduced in several areas such
as cosmetics, food, drugs and electronics (Louro et al., 2019;
Liiderwald et al., 2019). Therefore, exposure to nanomaterials is
in exponential growth, and can occur both during the synthesis
as well as in the use of the final product. Due to the greater surface
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TABLE 4 | Extraction of data from selected articles.

Authors Park et al. (2011) Choi et al. (2014) Kato et dl. (2014) Horie et al. (2016) Miyani and Hughes Kim et al. (2016) Tang et al. (2018)
(2016)
Year 2011 2014 2014 2016 2016 2016 2018
DOl 10.1016/ 10.5620/ 10.1166/ jnn.2014.8719 10.1080/15376516. 10.1080/15569527. 10.5487/ 10.1016/j.tox.
jiv.2011.05.022 €ht.2014.29.62014004 2016.1175530 2016.1211671 TR2016.32.4.311 2018.05.010
Type of skin model EpiDerm™ KeraSkin™ Developed in own laboratory ~ EpiDerm™ EpDerm™ EpDerm™ EpiKuitis™
Test substance Polystyrene and Zinc oxide Polyvinylpyrrolidone- Titanium dioxide Silver nanoparticles, Iron nanoparticles, Titanium dioxide
Titanium dioxide Titanium fullerene-C60 nanoparticles Titanium dioxide Aluminum oxide nanoparticles
nanoparticles dioxide nanoparticles and Titanium dioxide T { and nar i Titanium
and Mixture (Zinc nanoparticles Cerium dioxide oxide nanoparticles
oxide/Titanium dioxide nanoparticles and Silver nanoparticles
nanoparticles)
Crystalline structure of ~ Mixture Rutile Rutile Anatase and Rutile Anatase, Rutile and Mixture Anatase, Rutile and
TiO2 Mixture Mixture
Primary particle size 25nm 21nm 10nm Anatase: 6nm and Anatase: 25nm and 21nm Anatase: 23 nm and
7nm; Rutile: 15nm 142nm; Rutile: 214 nm; 108nm, Rutile: 21 nm
Mixture: 22nm, 31 nm and Mixture: 31 nm,
and 59nm 52 nm and 55 nm
Size of the TiO; after +200nm 39.4 +286nm Not described Anatase: 252.1nmand  Not described Several hundred nmin  Anatase: 912nm and
dispersion (aggregate) 323.2 nm; Rutile: size 410nm, Rutile: 121nm
276.4nm and and Mixture: 2312 nm,
3184nm 246nm and 249 nm
Analysis method Skin imitation test; skin  Skin Corrosion Test; Intracellular Lactate dehydrogenase ~ Skin irritation test Skin Corrosion Test; Phototoxicity test
phototoxicity test Skin Irritation Test; ROS-Generation and Lipid assay, IL-8 Skin Imitation Test;
Cytokine Assay and Hydroperoxides enzyme-linked IL-1a assay and
Histopathology immunosorbent assay histopathology
and relative HO-1 gene
expression; Skin
Irritation Test
Substance 100 pg/mL 25% indeionized water  15pg/mL 100 ng/mL 1 mg/ml The epidermis suface 100 ng/mL
concentration of TiO; was moistened with
deionized water and
25mg of the test
substance was added
Exposure time 1h 3minand 1h 3h 4h 1h 8minand 1h 2h
The expected outcome  Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
of the positive and
negative controls was
observed?
(Continued)
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area/volume ratio, NPs become more (bio) reactive compared
to normal bulk materials, giving rise to concerns about their
potential toxicity to humans (Sharifi et al., 2012; Shi et al,, 2013).

TiO, NPs are widely used in the cosmetic industries,
especially in sunscreens as an alternative to available chemical
UV absorbers (p-aminobenzoic acid and benzophenones) that
are known to cause some allergic reactions and/or endocrine
disruption. Titanium dioxide has three different crystalline
structures (anatase, rutile and brookite), however, rutile is
the most used in cosmetic, due to its high refraction index,
protecting skin from the harmful effects of ultraviolet rays
(Martirosyan and Schneider, 2014). The International Agency of
Cancer Research (IARC) classified titanium dioxide as a possible
human carcinogen (group 2B), however, there is no distinction
regarding titanium size (macro, micron and/or nanoscale). The
heterogeneity of TiO, nanoparticles (particle size distribution;
agglomeration and aggregation; morphology, crystal structure;
purity) for sunscreen applications is high, becoming fiercely
debated the hazard of TiO; NPs (Jacobs et al., 2010).

A long time ago that cosmetic industries were testing their
products using corrosion and skin irritation tests in rabbits (in
accordance with the Organization for Economic Co-operation
and Development (OECD) (OECD, 2015). However, due to
ethical (3 R principle-replacement, refinement and reduction
of animal trials), scientific and economic restrictions, skin
bioengineering 3D tissues (Evans et al, 2016; Salamanna
et al., 2016; Caddeo et al,, 2017; Alépée et al,, 2018; Liu et al,,
2018; Owen et al, 2018) are actually used for testing new
pharmaceuticals. The main advantages of the bioengineering 3D
tissues are their physiological relevance since they recapitulate
tissue’s microenvironment, increased reproducibility comparing
to ex-vivo models, superior predictive potential due to the
possible use of human cells, along with decreased in cost and
ethical concerns (Sarmento et al., 2012; Gholobova et al., 2018;
Madl et al, 2018; Qiao and Tang, 2018). High quality skin
constructs (that mimic the morphology, lipid composition
and differentiation of native human skin) are commercially
available. Current available 3D skin constructs still do not
contain all essential cell types (dendritic cells as well as
macrophages), neither integrate blood vessels, neither the
dynamic crosstalk between epithelium and connective tissue,
that are essential to regulate epidermal morphogenesis and
homeostasis. This reinforces the need of more complex 3D
constructs that can address complex toxicological endpoints.
Nowadays the main strategy is to use biofabrication technique’s
such as electrospinning and bioprinting to develop relevant
skin biological models constituted by specialized cell types
(melanocytes, adipocytes, Langerhans, immune, stem cells,
among others) with a perfused vasculature allowing a
physiological oxygen and nutrient delivery (Mathes et al,
2013). The main goal is to achieve a physiological relevant 3D
skin construct that can be used for toxicology assessment of new
cosmetic formulations but also anti-cancer drugs development
for example, reducing the animal studies.

A few articles study the hazard effect of TiO; NPs in a three-
dimensional skin model. Mostly, available literature uses quite
diverse in vitro (primary cells and cell lines derived from different

For all the test materials
used in this study, there
was no phototoxicity at
test concentration in
the studied skin model

Tang et al. (2018)

For all the test materials
used in this study were
non-corrosive and
non-irftant; The results
were confirmed by
IL-1a and
histopathological

Kim €t al. (2016)
analysis

tested can be classified  found to be

as non-irritants

titanium nanoparticles

Miyani and Hughes

(2016)
The UVA irradiation did ~ The silver, cerium and

not affect LDH leakage
or IL-8 secretion in the
culture medium, as no
increase in HO-1
expression was
observed, regardless of

the type of TiOx
nanoparticle

Horie et al. (2016)

However, the treatment with
CB0/PVP or C60/Sgn

and lipid peroxidation of cell
membrane in the epidemis.
potency was repressed in a
dose-dependent manner of
C60.

irradiation of 8 J/cm2 in the
presence of 15 ppm TiO2
induced ROS-generation
around the outside of nuclei
suppressed intracellular
ROS and lipid peroxidation,
and thereafter

TiO, -catalyzed phototoxic

Was observed that UV

Kato &t al. (2014)

For all the test materials
used in this study were

found to be
non-irritant; The results

non-corrosive and
were confimed by
IL-1a and
histopathological

Choi et al. (2014)
analysis

Park et al. (2011)
Polystyrene and
Titanium dioxide
nanoparticles did not
exhibit skin irritation
and phototoxicity

TABLE 4 | Continued
Main conclusion

Authors
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FIGURE 4 | Toxicological assays. (A) Physico-chemical characteristics of NPs TiO2 NPs that possible interfere with the biological assays; that include (B) optical
capabilities of TiO2 NPs such as intrinsic absorbance and/or fluorescence (b1); adsorption of proteins, salts and dyes (s) to NPs (b2); and dissolution of NPs with the
consequent release of metal ions to supernatant (b3). (C) Conventional MTT test analyzing TiO, NPs demonstrating that NPs can adsorb to MTT dye that avoid
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organs/tissues) and in vivo models to evaluate the hazard effect of
TiOz NPs. Results suggest that TiO» NPs induce the release of
ROS leading to loss of vital cellular functions, ultimately leading
to cell death and accumulate in liver and spleen preferentially (Jin
et al., 2011; Shi et al., 2013; Tucci et al., 2013; Zhao et al,, 2013;
Wang et al., 2014; Carriere et al., 2016; Proquin et al., 2016).

This systematic review demonstrates that the 3D skin models
used, mimic the histology, morphological, physiological and
biochemical properties of human epidermis. The reliability
of these studies was evaluated by ToxRTool, and all 18
criteria evaluated by this tool are presented in Tables S2-S8
(Supplementary Information). This table describes a simulation
of a work that meets 100% of the criteria as well as the evaluation
performed in the seven selected articles (see Table SI).

As it can be observed in Table 3, all articles were well-
evaluated, however, when analyzing Table 4, it was observed the
diversity of the study design. Each article worked with TiO;
NP unknown stability possibly holding large and sedimenting
agglomerates, different TiO, NPs exposure times, crystal
structures and surface coatings, dissimilar measures for exposure
doses (mass, area or particle number) that in practice result in a
difficulty to convert into each other as well as did not adequately
characterize particles’ size and stability during cell exposure.

From the 7 articles analyzed, six of them concluded that TiO,
NPs are non-irritating, non-corrosive and non-phototoxic (Park
et al, 2011; Choi et al,, 2014; Kato et al., 2014; Horie et al,
2016; Kim et al., 2016; Miyani and Hughes, 2016; Tang et al.,
2018). What was noticed was that in the six articles analyzed, the
toxicity of TiO; NPs was evaluated using the MTT assay, which
is reported in the literature to interfere with TiO; NPs (Kroll
and Hendrik, 2012; Ong et al., 2014). TiO, NPs interference
is attributed to the light adsorption properties of NP over the
same spectral region used by MTT (Holder et al., 2012; Kroll
and Hendrik, 2012; Ong et al., 2014). However, NPs also adsorb
constituents of the assay on their surface that obstruct proper
transformation of molecules, chemical reactions between the
NPs and the test compounds can occur and even the release
of metal ions from NPs can modify the mitochondrial catalytic
activity of cells altering MTT reading (Kroll et al., 2009). Some
authors reported that interference increases with increased NP
concentration (Holder et al, 2012; Kroll and Hendrik, 2012;
Ong et al, 2014), and emphasize that it is necessary to use
concentrations of NPs that do not reduce MTT. It is important
to stress that in the last years, extensive washing steps were
introduced in the protocols and the possible interference of
TiO; NPs with the MTT assay was reduced and in some
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cases overcome (Kroll and Hendrik, 2012; Ong et al, 2014).
However great care must be taken, because even with multiple
washes or centrifugations, TiO; NPs can remain adhered to
the culture plate or even adsorbed on the surface of the cells.
The contribution of NPs to the MTT light absorption signal
depends also with the concentration of reduced MT T-formazan
present in the MTTred/MTTox mixtures, suggesting different
mechanisms of interference that cannot be predicted a priori
(Kroll and Hendrik, 2012). It seems that redox- active metals
with different sizes and coatings can change the magnitude of the
reaction kinetics causing different levels of interference (Mello
et al,, 2020). Figure 4 shows an interference scheme of NP with
the MTT assay. As it is possible to observe the properties of the
NPs can generate artifacts and misinterpretation of the results
(Holder et al., 2012; Kroll and Hendrik, 2012; Guadagnini et al.,
2013; Lupu and Popescu, 2013; Ong et al., 2014; Lammel and
Sturve, 2018). A recent article demonstrated that TiO; NPs
adsorbed on cell surface and those internalized by cells interfere
with the fluorescence readout by reflecting/absorbing part of the
incident and emitted light (Lammel and Sturve, 2018). This adds
new complexity to NPs hazard evaluation since each specific cell
type characteristics influence NPs internalization, intracellular
trafficking and final destiny.

Besides MTT, other biological assays interfere with TiO;
NPs (see TableS9 in Supplementary Information). Lactate
dehydrogenase (LDH) assay was also reported to interfere
with TiO; NPs, since they can adsorb or inactivate LDH
protein (Holder et al., 2012; Kroll and Hendrik, 2012), as
well as the Neutral Red (NR) (Guadagnini et al, 2013),
Alamar Blue assay (Ong et al, 2014; Lammel and Sturve,
2018),5-Carboxyfluorescein diacetateacetoxymethylester
(CFDA-AM) assay (Lammel and Sturve, 2018) and 2)7-
Dichlorofluorescein (DCF) (Kroll and Hendrik, 2012).
Furthermore, interferences may be cumulative when for
example two fluorometric assays are used on the same cells to
quantify a unique endpoint.

Assessing the toxicity of TiO2 NPs, is not a trivial issue.
Therefore, researchers need to use every time that it is
possible validated protocols for skin irritation, corrosion and
phototoxicity testing with 3D models. Apply concentration
exposures that mimic real situations but at the same time
concentrations below interfering levels. Every time that it
is possible introduce centrifugation, several washes, or even
removing supernatants, are recommended approaches to reduce
interference. We believe that with effective washing procedures,
we can expect that NPs cannot effectively and sufficiently
interact with MTT in the way that could significantly alter
the results, however we need to take in consideration that
this approach introduces another concern regarding exposure
characterization and applied dose metrics. Resuming assays
adaptations have to be ascertained case by case with a
series of control experiments for each NP to obtain reliable
nanotoxicity data. We also suggest perform complementary
tests such as the evaluation of cytokines, histopathology
and evaluation of cell membrane integrity by detecting
transepithelial electrical resistance (TEER), always working with
specific controls.

A long time ago that the nanotoxicology community has been
addressing technical questions, such as dosing issues, aggregation
state of materials as a function of time. We believe to deliver
a realistic risk assessment of NPs, it is necessary to identify the
key physicochemical characteristics that can foresee toxicological
results, work with exposure conditions that mimic a real situation
and characterize NPs and their interactions with biological
systems (example: protein corona, its transformational capacity
in the biological system). Very subtle alterations in the properties
of NPs can completely alter protein corona that gets absorbed
onto the NPs resulting in surprising changes in vivo. As the
degree of interference may be relevant depending on the optical
properties of the NPs, stability of NP, cytotoxicity testing and
the type of fluorometric endpoint assay, it is encouraged to
use more than one in vitro assay (for example flow cytometry
is considered the method with less interference with NPs),
specifically with different detection methods and use adequate
controls (as negative controls, it would be advisable to separately
test the dispersant agents used as NPs stabilizers under the
same conditions). Adequate reference materials are needed in
toxicological studies and efforts should be done in order to
evaluate more than cell viability (ex: cell cycle) (Singh etal., 2019).

CONCLUSION

Through the data obtained by this systematic review, TiO, NPs
was considered non-irritant, non-corrosive and non-phototoxic
for the 3D skin model, regardless of the crystalline type, and the
size of the NPs studied. We can conclude that skin 3D models
can be used to test the hazard effect of TiO, NPs, however,
we emphasize the need of standardized protocols with efficient
washing procedures to remove the NP from the surface of 3D skin
model to avoid potential interfere of TiO, NPs with the assay.
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