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When things are large, they are what they are.
When they are small, it’s a different game: they

are what our measurements make them.

(FRANKEL, F. C.; WHITESIDES, G. M., 2009)
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RESUMO

O avanco da Nanociéncia e Nanotecnologia nos ultimos anos tem oportunizado o
desenvolvimento e difusdo de produtos a base de nanomateriais em diferentes campos do
conhecimento, com destaque e crescente aplicacdo nas areas das ciéncias médica e bioldgica
(especialmente em Materiais de Uso em Saude) — onde tem alcancado resultados promissores,
mas também despertado preocupacdes a respeito da seguranca bioldgica desses “nanoprodutos”
e da competéncia regulatoria para orientar sua avaliacdo sob uma perspectiva de risco — cenario
gque motivou o desenvolvimento do presente trabalho. Trata-se de pesquisa exploratdria,
baseada em abordagem teorica, alicercada em extensa e sistematica revisdo bibliogréfica,
delineada com o objetivo de construir um arcabouco tedrico que possibilite uma compreensao
ampliada sobre a Nanotecnologia e a Nanotoxicologia aplicadas a Materiais de Uso em Saude
constituidos por nanomateriais, sob 0 ponto de vista regulatério, inclusive no que tange aos
desafios a ele relacionados; e estruturar uma proposic¢éo regulatoria orientativa base a avaliacdo
de seguranga biologica dessa categoria de produtos, sob uma perspectiva de risco. Das 264
publicagdes incluidas e avaliadas, resultantes aos processos de identificacdo, triagem e
elegibilidade aplicados a literatura recuperada por meio das estratégias de busca livre (66),
estruturada (148) e cruzada (50), constatou-se que os desafios regulatorios enfrentados para
determinacdo de um plano de avaliacdo de seguranca bioldgica compreensivo, se confundem
com os desafios técnicos, metodologicos e procedimentais enfrentados pela propria
Nanociéncia, enquanto area do conhecimento emergente, marcada por producdo cientifica
vultosa, mas desprovida de sistematizacdo para alcance de resultados mais objetivos, confiaveis
e reprodutiveis que, ndo s6 subsidiem a compreensdo de fendémenos fisico-quimicos e suas
potenciais repercussdes bioldgicas, mas a prépria tomada de decisdo (nos ambitos cientifico,
industrial e regulatério) quanto a aplicacdo e utilizacdo seguras de nanomateriais em Materiais
de Uso em Saude. Com o intuito de proporcionar suporte técnico-cientifico ao planejamento e
conducdo de avaliacdo nanotoxicolégica mais adequada a essa categoria de produto, € que
proposicao regulatéria baseada nas melhores praticas e orientac@es disponiveis, foi estruturada
e apresentada. Contudo, reconhece-se que ainda ha muito a se avangar rumo a racionalizacao,

otimizacdo e obtengdo de avaliacBes de seguranca bioldgica mais assertivas e eficientes, que



muito provavelmente apenas se tornardo tangiveis com o desenvolvimento de metodologias in
vitro avancadas e computacionais validadas, associadas a iniciativas de colaboracdo entre o0s

diferentes atores interessados na consolidacdo nanotecnologica segura em saude.

PALAVRAS-CHAVE: nanotecnologia, nanotoxicologia, regulacdo, dispositivos medicos.
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ABSTRACT

The advancement of Nanoscience and Nanotechnology in recent years has provided
opportunities for the development and dissemination of products based on nanomaterials in
fields of knowledge, with emphasis and increasing application in the areas of medical and
biological sciences (especially in Health Care Materials) where has achieved promising results,
but also raised concerns about the biological safety of these “nanoproducts” and the regulatory
competence to guide their assessment from a risk perspective — a scenario that motivated the
development of this work. This is an exploratory research based on a theoretical approach built
from an extensive and systematic literature review, designed with the objective of elaborating
a theoretical framework that allows a broader understanding of Nanotechnology and
Nanotoxicology applied to Health Care Materials constituted by nanomaterials, from a
regulatory standpoint, including with regard to the challenges related to it; and to structure a
regulatory guidance proposition based on the biological safety assessment of this category of
products, from a risk perspective. Of the 264 publications included and evaluated, resulting
from the identification, screening and eligibility processes applied to the literature retrieved
through the nonstructured (66), structured (148) and manual (50) search strategies performed,
it was found that the regulatory challenges faced in determining a plan of comprehensive
biological safety assessment reflect the technical, methodological and procedural challenges
faced by Nanoscience itself, as an emerging area of knowledge, marked by substantial scientific
production, but lacking systematization to achieve more objective, reliable and reproducible
materials that not only support the understanding of physical-chemical phenomena and their
potential biological repercussions, but also the decision-making process (in the scientific,
industrial and regulatory spheres) regarding the application and safe use of nanomaterials in
Health Care Materials. In order to provide technical-scientific support for planning and
conducting the most appropriate nanotoxicological assessment for this product category, a
regulatory proposal based on the best practices and available guidelines was structured and
presented. However, it is recognized that there is still much to be done towards, strealining,
optimizing and obtaining more assertive and efficient biological safety assessments, which will

most likely only become tangible with the development of advanced in vitro and validated



computational methodologies, associated with collaborative initiatives between diferente actors

interested in safe nanotechnology consolidation in health.

KEYWORDS: nanotechnology, nanotoxicology, regulation, medical devices.
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1 INTRODUCAO

No final da década de 90, a Nanotecnologia, antes compreendida como uma tecnologia
emergente, passou a ser reconhecida como uma tecnologia convergente e habilitadora-chave
(“key enabling technology”) (BAUER et al., 2018; GEERTSMA et al., 2015; HALAMODA-
KENZAOUI et al., 2019; SCENIHR, 2015; XIARCHOS et al., 2020), frente ao seu grande
potencial para resolucdo de desafios atuais e futuros nas mais diversas areas do conhecimento
em que sua utilizacdo seja vislumbrada. Nesse contexto, paises como Japdo, China, Estados
Unidos, bem como Unido Europeia assumiram destaque no suporte estratégico ao
desenvolvimento desse novo campo (BAUER et al., 2018), que se tornou prioritario nos
ambitos de pesquisa, desenvolvimento e inovagéao.

Desde os anos 2000, a nanotecnologia tornou-se tema objeto de pesquisa e
desenvolvimento, bem como alvo de debates regulatérios e de diversas iniciativas,
especialmente, na Europa (BAUER et al., 2018). Seu rapido desenvolvimento direcionou agdes
regulatorias e cientificas com o intuito de maximizar os beneficios advindos da nanotecnologia
aplicada, assim como reduzir seus potenciais riscos a saude.

Contudo, apesar do progressivo avanco cientifico em &reas como sintese, caracterizacéo
e toxicologia no ambito da saide humana, os dados até entdo obtidos mostram-se limitados e
dispersos, fato que tem comprometido a compreensdo dos riscos e impactos toxicoldgicos
relacionados a essa tecnologia promissora e, por conseguinte, reduzido a velocidade de sua
progressdao em aplicacbes de finalidade terapéutica, por exemplo. Conjungdo essa que tem
motivado incertezas e preocupacfes de ordem sanitaria e social relacionadas ao uso de
nanomateriais e suas potenciais repercussdes sobre a salde humana e ambiental.

Nesse contexto, dispor de terminologia harmonizada e de defini¢cbes bem estabelecidas
constituiria o primeiro passo para determinacdo de uma compreensdo mutua entre especialistas
e outras partes interessadas (GOTTARDO et al., 2017; HALAMODA-KENZAOUI et al.,
2019), bem como para promocao de desenvolvimento e adocdo de previsdes regulatérias nano-
especificas alinhadas. Por essa razao varios paises, organizaces e institutos tém trabalhado na
elaboracdo de definigdes legais, cientificas ou de trabalho relacionadas a nanotecnologia e a
termos associados como ‘“nanomateriais”, tomando como referéncia o tamanho do material,
suas propriedades especificas ou a combinagdo de ambas (BAUER et al., 2018).

Todavia, apesar dos esforcos depreendidos, persiste a auséncia de padronizacdo

terminologica nessa area, e por conseguinte, de uma defini¢cdo Unica e amplamente aceita entre
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as jurisdigdes, fato que tem retardado a instituicdo de uma estrutura regulatoria [convergente]
pela Unido Europeia e outros paises, que abarque aspectos especificos e relacionados a
nanotecnologia e aos nanomateriais (BAUER et al., 2018) e; consequentemente, dificultado o
cumprimento de requisitos regulatorios existentes por parte dos fabricantes de nanomateriais
e/ou de produtos que os contenham (BOVERHOF et al., 2015).

Outros desafios enfrentados no ambito da nanociéncia e nanotecnologia, com
repercussao regulatoria, relacionam-se aos nanomateriais — que, por sua versatilidade de
aplicacOes e diversidade de propriedades fisico-quimicas combinaveis, tém demandado da
comunidade cientifica recursos e solu¢des, nem sempre disponiveis ou plenamente adaptaveis
ao teor das analises requeridas para melhor compreensdo de sua estrutura, caracteristicas, perfil
de interacdo e respostas deflagradas no cenario biologico. Realidade que tem suscitado
discussdes ndo apenas de ordem técnica e metodoldgica, mas sanitaria, frente as preocupacdes
e potenciais riscos bioldgicos relacionados ao uso desses materiais em produtos de uso humano
sujeitos a regulacgdo, tais como aqueles enquadrados como “produtos médicos™, na categoria
Materiais de Uso em Saulde, que incluem uma expressiva e diversificada gama de produtos.

Nesse sentido, as lacunas de conhecimento no &mbito nanotoxicologico, refletidas na
auséncia de respostas definitivas a uma série de questdes relacionadas a seguranca bioldgica de
nanomateriais aplicados a produtos de uso em saude tém, invariavelmente, comprometido a
analise de seu real risco a salde humana — condicdo que tem orientado as autoridades
regulatorias ao redor do globo a adogédo de abordagens mais conservadoras e cautelosas na
avaliacdo de dispositivos que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, frente as
suas potenciais implicagfes a salde.

Por esse motivo, abordagem do tipo caso a caso tem predominado entre as principais
jurisdicGes, que tém regulado materiais de uso em saude de base nanotecnoldgica a partir de
requisitos de seguranca e eficacia gerais estabelecidos pelas estruturas regulatérias existentes,
sendo os aspectos nano-especificos contemplados a partir de avaliagGes adicionais requeridas
com base no conhecimento cientifico disponivel. Tal pratica justifica-se frente a grande
diversidade de nanomateriais (conhecidos e em desenvolvimento), a variabilidade de suas
apresentacdes, propriedades e finalidades, bem como por suas inumeras possibilidades de
aplicacdo no cenario bioldgico — realidade que conforme evidenciado inviabilizaria qualquer
tentativa bem-sucedida de regulamentacéo especifica.

Por outro lado, aspecto importante e que ndo pode ser desconsiderado nesse contexto
relaciona-se ao nivel de maturidade técnico-cientifica alcangada pelo corpo técnico responsavel

por esse tipo de analise, que sem uma referéncia cientificamente embasada e minimamente
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estruturada, poderia adicionar subjetividade e variabilidade ao padrdo de analise regulatéria
aplicado a produtos de base nanotecnoldgica — situacdo plenamente contorndvel pela
sistematizacdo de diretrizes gerais, especialmente, voltadas a avaliacdo de seguranca biologica
de materiais de uso em saude que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, por ser
este um aspecto critico no processo de regularizacdo desse tipo de produto, e passivel de um
certo grau de padronizagdo — oportuna e necessaria tanto ao regulador quanto ao ente regulado.

Corroboram para a consecucao desse processo, as importantes discussdes travadas nos
cendarios académico-cientifico, regulatério e de normatizacdo, assim como 0s crescentes
investimentos em pesquisa, com vistas a uma compreensdo cada vez mais aprofundada dos
processos de interacdo nano-bioldgicos e de seus potenciais impactos no organismo humano,
com vistas ao aprimoramento das analises regulatorias, e por conseguinte, das decisdes
baseadas em risco (USFDA, 2007).

Frente ao exposto, e considerando-se, ndo apenas a auséncia de arcaboug¢o normativo e
regulatorio nacional, mas a necessidade de sistematizacdo do conhecimento cientifico
disponivel relacionado a avaliacao de seguranca biologica sob uma perspectiva de risco; e sua
aplicacdo ao cenario regulatorio de materiais de uso em salde que contenham ou sejam
constituidos por nanomateriais, é que se prop6s o presente trabalho, que tem por finalidade se
tornar um recurso teodrico consistente e alinhado ao conhecimento corrente, que seja util a
estruturacdo de logica regulatoria pelo corpo técnico da Geréncia de Tecnologia de Materiais
de Uso em Saude (Gemat) — enquanto area responsavel pela regularizacdo dessa categoria de
produtos no ambito da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) — mas também a
comunidade académica e ao setor regulado, como partes interessadas em desenvolver pesquisa
orientada a ciéncia, desenvolvimento e inovacao sob uma ética regulatéria (no que diz respeito
ao rigor metodologico e completude de informacdes requeridas) no @mbito de produtos de uso
em salde de base nanotecnoldgica.

Por sua vertente essencialmente tedrica, construida a partir de um modelo de pesquisa
exploratorio, esse trabalho foi estruturado a partir de sete secGes, especificamente dedicadas a
Contextualizacdo Regulatéria e a apresentacdo de Objetivos, Metodologia, Resultados e
Discussdo do trabalho, bem como da proposta de Diretrizes Regulatorias elaborada, seguida
das Conclus6es e Perspectivas Futuras sobre o tema no dominio regulatério. Pela extensdo do
conteudo abordado, sua organizacéo foi sistematizada sob a forma de capitulos e subcapitulos

apresentados ao longo das principais se¢des elencadas.
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1.1 CONTEXTUALIZACAO DA NANOTECNOLOGIA NO CENARIO REGULATORIO E
SUA INSERCAO NO CAMPO DE PRODUTOS MEDICOS, COM ENFASE NA
CATEGORIA MATERIAIS DE USO EM SAUDE

1.1.1 Contextualizacdo Tedrica e DefinicGes

Historicamente, a Nanotecnologia foi formalmente reconhecida como um campo viavel
de pesquisa, durante a lendaria palestra proferida por Richard Feynman, intitulada “There is
Plenty of Room at the Bottom”, realizada em 29 de dezembro de 1959, durante o encontro anual
da Sociedade Americana de Fisica, no Instituto de Tecnologia da California (CalTech). Nela,
Feynman considerou algumas das ideias e caracteristicas-conceito ao que, anos mais tarde (mais
especificamente, 1974), seria denominado “Nanotecnologia” pelo professor Norio Taniguchi,
gue a descreveu como “o processamento, separagao, consolidagao e deformagao de materiais
por um atomo ou por uma molécula” (CHARRIERE; DUNNING, 2014).

J& a nocdo de nanotecnologia como a habilidade de construir materiais, dispositivos e
sistemas com precisao atdmica, foi instituida por Eric Drexler, tendo essa sido expandida sob a
Otica do Conselho Nacional de Tecnologia e Ciéncia dos Estados Unidos, que em manifestacdo

sobre o0 tema asseverou que:

a esséncia da nanotecnologia é a habilidade de trabalhar a nivel molecular,
atomo por atomo, para criar estruturas maiores com, fundamentalmente, nova
organizacdo molecular. O objetivo é explorar essas propriedades ganhando o controle
de estruturas e dispositivos em niveis atbmicos, moleculares e supramoleculares e
aprender a manufaturar e usar esses dispositivos com eficiéncia (ROCO, 1999 apud

MANSOORI; SOELAIMAN, 2005, p. 1, tradugéo nossa)l.

Nesse sentido, a promessa de uma ciéncia/tecnologia fundada em nanoescala

(compreendida como o intervalo dimensional entre 1 e 100 nandmetros (nm)) passou a se basear

! No original: The essence of nanotechnology is the ability to work at the molecular level, atom by atom,
to create large structures with fundamentally new molecular organization. The aim is to exploit these properties
by gaining control of structures and devices at atomic, molecular, and supramolecular levels and to learn to
efficiently manufacture and use these devices (ROCO, 1999 apud MANSOORI; SOELAIMAN, 2005, p. 1).
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no fato demonstrado de que, materiais nessa proporcao apresentariam propriedades (quimicas,
elétricas, magnéticas, mecanicas, opticas) muito diferentes dos materiais a granel (in bulk) —
sendo algumas dessas propriedades, de certo modo, intermediarias entre aquelas manifestas
pelos menores elementos (atomos e moléculas) dos quais eles poderiam ser constituidos e
aquelas apresentadas por materiais macroscépicos — condicdo que despertou interesse e
conferiu visibilidade a Nanotecnologia, frente a possibilidade que ela nos proporcionaria de
controlar e manipular nanoestruturas, e assim, explorar novas propriedades fisicas, biologicas
e quimicas de sistemas que, em escala de tamanho, se localizariam entre atomos individuais,
moléculas e materiais a granel (MANSOORI; SOELAIMAN, 2005).

Nessa mesma perspectiva, 0 documento Nanociéncia e Nanotecnologias; Oportunidades
e Incertezas (Nanoscience and Nanotechnologies: Opportunities and Uncertainties), publicado
pela Sociedade Real e Academia Real de Engenharia (The Royal Society & The Royal Academy
of Engineering), reconheceu na nanociéncia e na nanotecnologia um enorme potencial para
trazer beneficios a muitas areas de pesquisa e aplicacdo, assim como para atrair investimentos
crescentes de governos e negdcios em muitas partes do mundo; sem contudo desconsiderar as
preocupacdes advindas dos novos desafios impostos por esse novo campo, principalmente, no
que concerne as questdes de seguranca relacionadas a sua utilizagdo e aos dominios ético e/ou
regulatorio envolvidos (DOWLING et al., 2004).

Por se tratar de documento dedicado a discussdo de dois conceitos-chave nesse novo
campo objeto de interesse, nele foram cunhadas as defini¢fes de referéncia para 0s termos
Nanociéncia — designado como “0 estudo de fendmenos e manipulacdo de materiais em escalas
atdmicas, moleculares e macromoleculares, onde as propriedades diferem significativamente

»2 ¢ Nanotecnologia — descrito como “o projeto, a caracterizagio,

daquelas em uma escala maior
a producédo e a aplicacao de estruturas, dispositivos e sistemas, a partir do controle de forma e
tamanho em escala nanométrica” (DOWLING et al., 2004) — que apesar de bem estabelecidos,
tém sido progressivamente aprimorados com o avango do conhecimento, ainda hoje em
construcao.

Outro termo importante no ambito de aplicacdo da nanotecnologia, por se constituir
como unidade base a concepcdo de diversos produtos baseados nessa tecnologia, € aquele

referenciado como nanomaterial — definido sob uma 6tica normativa como “material com

2 No original: Nanoscience is the study of phenomena and manipulation of materials at atomic, molecular
and macromolecular scales, where properties differ significantly from those at a large scale (DOWLING et al.,
2004, p. 5).

% No original: Nanotechnologies are the design, characterisation, production and application of
structures, devices and systems by controlling shape and size at nanometer scale (DOWLING et al., 2004, p. 5).
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gualquer dimensdo externa na nanoescala ou que possua estrutura interna ou estrutura de

4 conforme disposicao constante na norma ISO/TR 13014 (adaptada

superficie na nanoescala
da norma ISO/TS 80004-1) (ISO, 2012).

Por se tratar de terminologia abrangente, nela se encontram abarcados dois outros
termos “nano-objeto™ e “material nanoestruturado™®, sendo o primeiro compreendido como
“pequena parte/pedaco de material com uma, duas ou trés dimensdes externas na nanoescala”
e 0 segundo, como “material de nanoestrutura interna ou nanoestrutura de superficie”, nos
termos da mesma norma técnica (1SO, 2012).

Tomando-se como referéncia a intencionalidade aplicada & obtencdo e utilizagdo desses
nanomateriais para manufatura de produtos de base nanotecnoldgica com caracteristicas e
propriedades especificas para a area de aplicacdo desejada, é que se insere 0 conceito de
nanomaterial engenheirado ou manufaturado — descrito como material intencionalmente
fabricado dentro do intervalo dimensional caracteristico de 1 a 100 nm e, que apresente
propriedades ndo compartilnadas por materiais fora da nanoescala, de mesma composicao
quimica (AUFFAN et al., 2009). Por seu propdsito, essa classe de nanomaterial tem
possibilitado avangos tecnologicos importantes no campo médico e industrial, motivo pelo qual
tem se destacado em relagdo a nanomateriais de origem natural e se tornado objeto de grande
interesse e estudo nos ultimos anos.

Nessa seara, também se inserem 0s nanobiomateriais engenheirados [em geral, descritos
como materiais nanoestruturados para aplicagdes biomedicas], que representam significativo
avanco no campo de produtos baseados em biotecnologia, por oferecerem perspectivas
promissoras a dispositivos médicos e medicamentos de terapia avangada, e assim viabilizarem
uma variedade de novas opcGes de tratamento devido as suas propriedades nano-especificas
(JAGIELLO et al., 2017). Advento fundamental ao avan¢o da nanotecnologia no ambito da
salde, onde tem sido reconhecida e identificada como Nanomedicina, por viabilizar o uso de
nanomateriais, nanodispositivos ou nanoestruturas para diagndstico, reparo, monitoramento,
prevencao, controle e tratamento de doencas ao nivel molecular, suprindo assim necessidades
em salde altamente especificas (HARRIS, 2009; TINKLE et al., 2014).

4 No original: Nanomaterial: material with any external dimension in the nanoscale or having internal
structure or surface structure in the nanoscale (1SO, 2012, p. 4).

> No original: Nano-object: discrete piece of material with one, two or three external dimensions in the
nanoscale (1SO, 2012, p. 4).

® No original: Nanostructured material: material having internal nanostructure or surface nanostructure
(IS0, 2012, p. 4).
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Nesse cenario, substancial nimero de abordagens baseadas no emprego de materiais em
nanoescala, incorporados a dispositivos médicos, ou biomateriais contendo nanoparticulas
como um dos componentes para desenvolvimento de funcionalidades Unicas requeridas por
sistemas biomedicos, como aqueles projetados para liberacdo de drogas ou para uso em
implantes, por exemplo, tém sido empregadas (JAGIELLO et al., 2017). Realidade que tem
conferido a Nanomedicina status promissor, frente a possibilidade de incorporacdo de
estruturas em nanoescala com novas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas para obtencéo
de produtos medicinais e dispositivos médicos mais seguros e eficazes; o que apesar de se
constituir como oportunidade, também pode resultar em riscos (SCENIHR, 2015).

Especificamente no ambito de dispositivos médicos, a aplicacdo da nanotecnologia tem
se tornado crescente e habilitadora, por proporcionar recursos inovadores as diversas
especialidades médicas (GEERTSMA et al., 2015). Por se tratar de termo geral e de alcance
estrito aos ambientes regulatério e da industria de produtos médico-hospitalares, sua
conceituacdo se faz necessaria. Em assim sendo, nos termos do disposto pela Resolucédo de
Diretoria Colegiada — RDC n° 185/2001, publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (Anvisa), entende-se como produto médico:

produto para salde, tal como equipamento, aparelho, material, artigo ou
sistema de uso ou aplicagdo médica, odontolégica ou laboratorial, destinado a
prevencdo, diagndstico, tratamento, reabilitacdo ou anticoncepc¢do e que ndo utiliza
meio farmacoldgico, imunoldgico ou metabdlico para realizar sua principal fungéo
em seres humanos podendo, entretanto, ser auxiliado em suas fungdes por tais meios
(BRASIL, 2001).

Trata-se de definicdo abrangente e alinhada as definicBes estabelecidas por outras
agéncias reguladoras ao redor do globo. Sob seu escopo, encontram-se duas categorias de
produtos, os ditos “materiais de uso em saude” (que incluem desde produtos mais simples como
agulhas, curativos, lentes de contato até dispositivos mais complexos como cateteres de acesso
venoso central e implantes, tais como os cardiovasculares e ortopédicos, por exemplo) e; 0s
enquadrados como “equipamentos médico-hospitalares” — sendo apenas 0s primeiros, objeto
de interesse e aprofundamento no presente trabalho, por abrangerem um grupo significativo de
produtos com aplica¢des clinicas diversas, sujeitos a processos de aprimoramento incremental

constantes (ou mesmo, de inovagdo radical/disruptiva), viabilizados pelo uso de novas
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tecnologias, incluindo-se aquelas vinculadas a chamada Quarta Revolugdo Industrial, dentre as
quais destaca-se a Nanotecnologia.

Considerando-se o disposto pela norma técnica de referéncia ISO/TR 10993-22,
enquanto diretriz aplicAvel a nanomateriais no contexto de avaliagdo de seguranga bioldgica de
dispositivos médicos, verifica-se que a aplicacdo da nanotecnologia no &mbito de materiais de
uso em saude ocorre, essencialmente, por meio da utilizacdo e incorporacdo de nanomateriais
a esses produtos, apresentados nesse cenario sob quatro formas:

- nanoestruturas de superficie;

- nano-objetos ligados ou incorporados ao interior do produto médico, sem a intengdo
de serem liberados;

- nano-objetos/nanoestruturas na superficie ou no interior do produto médico, com
liberagdo esperada ou intencional a partir desse dispositivo; e

- nano-objetos liberados do produto médico como produto de degradacédo, desgaste ou
resultantes a processos de tratamento mecéanico (1SO, 2017a).

Quanto ao ultimo tipo mencionado, cumpre pontuar que se trata de particularidade
inerente a dispositivos médicos, e por conseguinte, aos materiais de uso em salde, ja que esse
tipo de nano-objeto, identificado na literatura como nanomaterial incidental, é gerado como
subproduto n&o-intencional de um processo (YANG et al., 2020; 1SO, 2017a), o que pode
ocorrer tanto em produtos que contenham nanomateriais como naqueles que ndo os possuam.

Sob essa perspectiva e, tomando-se como ponto de partida a grande diversidade de
materiais de uso em saude em termos de aplicacdo, finalidade, caracteristicas e uso clinico
pretendido, assim como as diferentes formas de apresentagdo dos nanomateriais nele contidos
— evidencia-se que num contexto de analise regulatéria e normativa aplicada a materiais de uso
em salde que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, tanto 0s nanomateriais
incorporados enquanto tecnologia como aqueles gerados ao longo do ciclo de vida do produto
(inclusive de modo incidental) devem ser considerados e avaliados quanto aos seus eventuais
riscos bioldgicos e impactos a satide humana. De modo que conhecidos, esses riscos possam
ser estimados, e caso necessario, minimizados pela adocdo de medidas de controle, para que
relacdo risco-beneficio favoravel ao emprego da nanotecnologia e utilizacdo segura do
dispositivo possa ser estabelecida.

Contudo, muitas ainda sdo as limitagdes observadas ndo apenas nos campos normativo
e regulatdrio relacionados a avaliagdo de seguranca biologica sob uma perspectiva de risco de
forma geral, que conforme ponderado por Jagiello et al. (2017) vao além da insuficiéncia das

regulamentacfes existentes para demonstrar a seguranca de dispositivos médicos que
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contenham componentes nanotecnoldgicos promissores, ja que a escassez de técnicas
adequadas e especificas para caracterizacao e avaliacao de biocompatibilidade de materiais em
nanoescala, e a auséncia de um processo de tomada de decisdo estruturado para uso em
associacao a gestdo de risco no contexto de uso desse tipo de material também corroboram para
a manutengdo de um cenario marcado por incertezas, e necessarios avancgos.

Nesse sentido, compreender o panorama regulatério em que a nanotecnologia se insere,
e como produtos de base nanotecnoldgica sujeitos a regulacao sanitaria, com enfoque naqueles
pertencentes a categoria de materiais de uso em salde, tém sido avaliados sob a égide das duas
principais autoridades regulatdrias ao redor do globo — Europa e Estados Unidos, enquanto
jurisdicbes que mais avancaram nesse campo, em termos de planejamento, esforcos e
investimentos em pesquisa, inclusive para melhor compreensdo de potenciais riscos
relacionados a exposi¢cdo humana e ambiental (WARHEIT, 2018) — mostra-se relevante e

necessario, inclusive, a contextualizagdo e delineamento do panorama regulatorio nacional.

1.1.2 Historico da Regulacdo Sanitdria no ambito da Nanotecnologia nos Cenérios
Internacional e Nacional, com enfoque em Materiais de Uso em Salde

Tomando-se como referencial o recorte das jurisdi¢cdes que, ao longo dos anos, mais
tém investido e contribuido para o progresso e desenvolvimento da nanociéncia e da
nanotecnologia no mundo, breve contextualizagdo sobre o seu processo de internalizagéo e
amadurecimento cientifico e regulatorio nessa area sera aqui apresentado, na tentativa de
explicitar como esse complexo e pouco conhecido cenario tem mobilizado investimentos e
direcionado esforgos a obtencao de novos conhecimentos, e a superagao de limitacdes técnicas,
que viabilizem avancos mais expressivos e solidos no que tange, especialmente, a seguranga de

uso da nanotecnologia em produtos de uso humano sujeitos a regulacao sanitaria.
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1.1.2.1 Unido Europeia

A primeira mengao & nanotecnologia em um documento estratégico no ambito da Uniédo
Europeia se deu por meio do 5° Programa-Quadro de Pesquisa (5" Research Framework
Programme — FP5) da Comissdo Europeia, elaborado para o periodo de 1998-2002, com vistas
a articulacdo de prioridades em pesquisa, atividades de desenvolvimento e demonstracdo
tecnoldgica no ambito dessa regido (PAVLICEK; ROSE; GAZSO, 2019).

Pode-se dizer que, desde 2002, a Europa tem direcionado seus esforgos a processos de
atualizagdo relacionados as terminologias voltadas a Nanociéncia e & Nanotecnologia; bem
como a instituicdo de uma definicdo formal base, referente ao tema e ao aprimoramento dos
processos de avaliagdo e gerenciamento de riscos aplicados a nanoprodutos (RICCARDI,
SANTOS; GUASTALDI, 2015, p. 209).

Em 2005, a Comissdo Europeia formulou uma série de agdes interconectadas para
implementacdo de uma abordagem segura, integrada e responsavel para a nanociéncia e
nanotecnologia (PAVLICEK; ROSE; GAZSO, 2019). O documento Rumo a Estratégia
Europeia de Nanotecnologia’ marcou o inicio dessa abordagem compreensiva e estratégica em
nanociéncia e nanotecnologias na Europa, colocando o tema na agenda institucional da
Comissédo Europeia.

Desde entdo, a questdo sobre se e como regular nanomateriais esta em andamento na
Unido Europeia. No inicio deste século, houve uma grande diversidade de posicionamentos
sobre essa questdo — que foram desde consideracdes sobre a inexisténcia de diferencas entre os
nanomateriais e outras substancias quimicas, justificando assim a desnecessidade de provisao
legal especifica, até apelos de suspensdo do uso e desenvolvimento desses materiais (BAUER
et al., 2018). O fim desse imbroglio se deu apenas em 2008, com a publicacdo de um
comunicado sobre a suficiéncia da legislagdo existente em abarcar os potenciais riscos a salde,
seguranga e meio ambiente advindos dos nanomateriais, apesar da auséncia de qualquer mencao
ao termo “nanomaterial” na legislagdo da Unido Europeia (EUROPEAN COMMISSION,
2011).

A partir de 2009, por demanda do Parlamento Europeu, foi iniciado o processo de
instituicdo de uma definicdo abrangente e cientificamente embasada para o termo

“nanomaterial” na legislagdo da Unido Europeia, bem como de uma espécie de “nano registro”

" No original: Towards European Strategy for Nanotechnology
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europeu, para disponibilizagdo de informacGes sobre nanomateriais e seu uso em produtos
comercializados no mercado europeu (PAVLICEK; ROSE; GAZSO, 2019).

Em 2011, a Comissdo Europeia publicou uma recomendacéo contendo a definicao de
nanomaterial, tendo essa sido instituida em resposta ao crescente uso de disposicGes legislativas
especificas sobre nanomateriais e a necessidade de harmonizacdo da terminologia entre o0s
diferentes setores. Ademais, nessa mesma época, a Comissdo posicionou-se pela ndo
necessidade de registro dos nanomateriais em toda a Unido Europeia (PAVLICEK; ROSE;
GAZSO, 2019).

A definicdo estabelecida pela Comissdo Europeia foi baseada em disposicOes
provenientes de duas entidades de apoio cientifico e regulatério a Unido Europeia — The
European Comission Joint Research Center — JRC e The Scientific Committee on Emerging
and Newly Identified Health Risks — SCENIHR (SOARES et al., 2018). Tendo essa sido

apresentada nos seguintes termos:

Nanomaterial: material manufaturado, incidental ou natural contendo
particulas em um estado ndo ligado ou como um agregado ou aglomerado, em que
50% ou mais das particulas em nimero de distribui¢do de tamanho, em uma ou mais
dimensBes externas, estejam no intervalo de tamanho entre 1-100 nm. Nos casos de
preocupacao ambiental, de salde, seguranca ou competitiva, o limite para 0 nimero
de distribuicdo de tamanho de 50% pode ser substituido por um limite entre 1 e 50%.
Estruturas com uma ou mais dimensdes externas abaixo de 1nm, como fulerenos,
flocos de grafeno e nanotubos de carbono de parede Unica, devem ser considerados
como nanomateriais. Materiais com area de superficie por volume superior a
60m?/cm?3também estdo incluidos (EUROPEAN COMMISSION, 2011, p. 3, tradugéo
nossa).®

Nessa definicdo, sdo colocados em evidéncia trés aspectos fundamentais para
identificacdo da presenca de um nanomaterial, quais sejam: o tamanho, a distribuicdo de
tamanho das particulas e a area de superficie. (BOVERHOF et al., 2015; EUROPEAN
COMMISSION, 2011; MUSAZZI et al., 2017)

8 No original: ‘Nanomaterial’ means a natural, incidental or manufactured material containing particles,
in an unbound state or as an aggregate or as an agglomerate and where, for 50 % or more of the particles in the
number size distribution, one or more external dimensions is in the size range 1 nm-100 nm. In specific cases and
where warranted by concerns for the environment, health, safety or competitiveness the number size distribution
threshold of 50 % may be replaced by a threshold between 1 and 50 %. Fullerenes, graphene flakes and single
wall carbon nanotubes with one or more external dimensions below 1 nm should be considered as nanomaterials.
A material should be considered as falling under [this] definition where the specific surface area by volume of the
material is greater than 60 m?/cm3 (EUROPEAN COMMISSION, 2011, p. 3).
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Trata-se de conceito recomendado em termos legais e de politica pablica no ambito da
Unido Europeia (MUSAZZI et al., 2017). Com base nele, os organismos regulatorios europeus
tém estabelecido suas proprias diretrizes para apoiar o0 desenvolvimento de produtos
nanotecnoldgicos nas suas mais diversas areas de aplicacdo. Em assim sendo, ele € usado como
referéncia, apenas, para determinar se um material é ou ndo considerado nanomaterial, ndo
sendo suficiente a sua classificacdo em termos de seguranca ou periculosidade. Sob essa
perspectiva, a Comissdo Europeia defende que a referida definicdo seja utilizada como uma
diretriz a estruturas politicas e regulatorias adicionais relacionadas as avaliagdes de qualidade,
seguranca, eficacia, bem como de risco (BOVERHOF et al., 2015).

Cumpre pontuar que, ao longo da Gltima década, revisdo quanto a aplicabilidade das
estruturas regulatorias existentes a avaliagdo de nanomateriais foi realizada pela Comisséo
Europeia, com vistas a proposicdo de eventuais adaptacdes as regulamentacdes de setores
importantes (BAUER et al., 2018).

Contexto que conferiu a Europa, a posic¢ao de primeira jurisdicdo no mundo a fornecer
disposicdes legais especificas para atender as preocupacgdes de salde e seguranca relacionadas
aos nanomateriais. Atualmente, a definicdo de nanomateriais encontra-se explicitamente
disposta em diversos regulamentos especificos (conforme o tipo de nanomaterial, aplicagdo e
setor industrial — (MUSAZZI et al., 2017)), tais como os de Cosméticos, Alimentos, Biocidas
e Dispositivos Médicos — onde guarda algumas especificidades relacionadas a aplicabilidade
de cada uma dessas categorias de produto —além de também estar contemplada, no regulamento
de substancias quimicas conhecido como REACH (The European legislation on Registration,
Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals) (BAUER et al., 2018), pedra angular
na regulacao europeia.

Apesar de recomendada, a definicdo de nanomaterial disposta na Recomendacédo de
2011 foi adotada apenas por algumas legislacdes especificas mais recentes, fato que tem
contribuido para a falta de harmonizagdo e persistente diversidade de definigdes entre os
diferentes setores regulatérios na Europa, condicdo que invariavelmente dificulta o devido
cumprimento regulatorio nessa jurisdi¢do, por fabricantes envolvidos em diferentes segmentos
produtivos, assim como contribui para a manutencao de um cenario regulatério global disperso
no &mbito da Nanotecnologia.

Ademais, cabe considerar que a referida Recomendacéo se encontra sob revisdo desde
2014, com apoio do JRC, tendo esse processo como propoésito principal tornar seu texto mais
claro (pelo esclarecimento de alguns pontos) e aplicavel, enquanto referéncia transversal

coerente e implementavel entre as diferentes legislac6es, de modo a assim, assegurar que um
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material considerado como nanomaterial em um setor seja também tratado como tal, quando
utilizado em outro setor. Antes de sua conclusdo, planeja-se uma consulta pablica aberta para
contribuicdes e delimitacdo de escopo dessa atualizacdo (COMMISSION, 2020).
Especificamente, no que tange a regulacdo de dispositivos médicos (The European
Union Medical Device Regulation — EU MDR 2017/745), essa foi atualizada e publicada em
2017, tendo se tornado, a partir de entdo, o Unico regulamento na area da salude a conter
disposic¢des nano-especificas, segundo Rauscher; Rasmussen; Sokull-Klittgen (2017).
Tornado vigente em maio de 2021, dentre outros aspectos, nele estdo contempladas
algumas defini¢cdes e a instituicdo de regra especifica para o enquadramento de dispositivos
médicos que contenham nanomateriais. Dentre as defini¢des incorporadas destaca-se aquela
relacionada a nanomaterial, instituida com base na defini¢do disposta pela Recomendacéo da

Comisséo 2011/696/EU (e portanto, ndo idéntica a ela), conforme a seguir transcrito:

Material natural, incidental ou manufaturado que contém particulas em
estado ndo ligado ou sob a forma de agregado ou aglomerado, em que 50% ou mais
do nimero de particulas apresente distribuicdo de tamanho dentro do intervalo de 1 a
100 nm, em uma ou mais de suas dimens@es externas. Fulerenos, flocos de grafeno
e nanotubos de carbono de parede simples com uma ou mais dimensdes externas
inferiores a 1 nm também sdo considerados nanomateriais (EUROPEAN UNION,
2017, p. 17, tradugéo nossa).’

Quanto ao enquadramento sanitario aplicado a dispositivos médicos que contenham ou
sejam constituidos por nanomateriais (incluindo-se aqueles compreendidos como materiais de
uso em saude), esse segue a logica geral para classificacdo de risco definida pelo MDR, que
com base em trés critérios-chave (anatomia, nivel de invasividade e tempo de contato),
norteados por principios basicos (finalidade, consequéncia das falhas e tecnologia associada) —
ilustrados pela Figura 1, estabelece o enquadramento sanitario a ser atribuido ao produto objeto

de interesse, em termos de risco.

® No original: ‘Nanomaterial’ means a natural, incidental or manufactured material containing particles
in an unbound state or as an aggregate or as an agglomerate and where, for 50 % or more of the particles in the
number size distribution, one or more external dimensions is in the size range 1-100 nm. Fullerenes, graphene
flakes and single-wall carbon nanotubes with one or more external dimensions below 1 nm shall also be deemed
to be nanomaterials (EUROPEAN UNION, 2017).
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Figura 1 — Fundamentos para o Enquadramento de Dispositivos Médicos
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Fonte: Adaptado de (ABDI, 2011, p. 48).

Nesse sentido, quatro sao as possiveis classes de risco a serem adotadas nesse processo,
categorizadas de modo crescente e gradativo como: | — Baixo Risco; lla — Médio Risco; I1b —

Alto Risco e 111 — M&ximo Risco, tal como representado pela Figura 2.

Figura 2 - Classificacdo de Risco aplicavel a Dispositivos Médicos
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Fonte: Adaptado de (DENMARK, 2020).

Outro elemento importante no processo de enquadramento sanitério, diz respeito a

aplicacéo das regras de classificagdo, determinadas pela finalidade pretendida do dispositivo e
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agrupadas segundo quatro escopos definidos: Dispositivos Médicos ndo Invasivos (Regras de
1 a 4), Dispositivos Médicos Invasivos (Regras de 5 a 8), Dispositivos Médicos Ativos (Regras

de 9 a 13) e Regras Especiais (Regras 14 a 22) — conforme representado pela Figura 3.

Figura 3 - Regras de Classificagdo para o Enquadramento Sanitario de Dispositivos Médicos
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Dispositivos Médicos invasivos

Dispositivos Médicos Ativos
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Fonte: Adaptado de ABDI (2011, p. 50)

Nesses termos, todos os dispositivos que incorporem ou sejam constituidos por
nanomateriais serdo enquadrados na Regra 19, sendo sua classe de risco estabelecida conforme
0 potencial de exposicdo interna do nanomaterial contido no produto, categorizado nos
seguintes termos: Potencial de Exposicdo Interna Negligenciavel — médio risco (lla); Baixo
Potencial de Exposicdo Interna — alto risco (Ilb) ou; Médio ou Alto Potencial de Exposicao
Interna — maximo risco (I11) (EUROPEAN UNION, 2017). Contudo, segundo Halamoda-
Kenzaoui et al. (2019), ndo hé clareza quanto ao significado e entendimento a ser aplicado para
determinacdo do potencial de exposicdo interna previsto no regulamento europeu, que ndo
indica qualquer abordagem metodoldgica para avaliacdo de risco para avaliagdo da exposicdo
interna (MUSAZZI et al., 2017) — condicdo que dificulta a ado¢do de classificacdo de risco
inequivoca ao dispositivo objeto de interesse, impactando ndo apenas a correta aplicabilidade
do regulamento, mas sobretudo seus desdobramentos regulatorios, em termos de requisitos
exigidos, caso categorizagdo incorreta e menos rigorosa seja adotada.

Cumpre pontuar que, apesar de ndo haver clareza quanto a classificacdo de risco

conferida ao potencial de exposicédo interna de nanomateriais contidos em dispositivos médicos
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(j& estabelecido como médio, mesmo em cendrios de exposicao negligenciavel) essa pode estar
relacionada ao principio da precaucdo e a necessaria ado¢do de uma abordagem mais cautelosa,
frente as incertezas e persistentes lacunas de conhecimento no &mbito da nanotoxicologia e
nanociéncia aplicada no &mbito da salde.

De acordo com o documento Diretrizes sobre a Determinagdo dos Potenciais Efeitos
sobre a Saude de Nanomateriais Usados em Dispositivos Médicos (Guidance on the
Determination of Potential Health Effects of Nanomaterials used in Medical Devices),
publicado pelo SCENIHR (2015), e as disposi¢des constantes nas normas 1SO 10993-1 (2018a)
e ISO/TR 10993-22 (2017a), esse potencial de exposicdo interna deve levar em consideragéo,
ndo apenas a anatomia alcancada pelo dispositivo (local de aplicacdo/posicionamento), mas o
nivel de seu contato (invasividade) e tempo de duracdo desse contato (limitado — por até 24h;
prolongado — de 24h a 30 dias ou permanente — acima de 30 dias); mas também, a forma de
apresentacdo do nanomaterial no dispositivo médico (se livre, fixo ou incorporado a sua matriz)
e sua sujeicdo a desprendimento ao longo do tempo e/ou liberacdo, como resultado de
processamento, de processos de degradacao ou desgaste do dispositivo médico que incorpore
ou seja constituido por nanomaterial.

Portanto, tomando-se 0 Regulamento Europeu (EU MDR 2017/745) como referéncia,
pode-se dizer que dispositivos médicos, assim como materiais de uso em saude, que incorporem
nanomateriais, cujo potencial de exposicdo interna seja classificado como médio ou alto, devem
ser submetidos a procedimentos de avaliacdo da seguranca e eficacia mais rigorosos, por

representarem maior risco a saude do usuario.

1.1.2.2 Estados Unidos da América

Em 2001, foi lancado um programa multiagéncia nos Estados Unidos, denominado
Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (The US National Nanotechnology Initiative — NNI),
voltado a pesquisa e desenvolvimento multidisciplinar da Nanotecnologia pelo governo federal
dos Estados Unidos.

Por se tratar de iniciativa colaborativa entre 20 agéncias federais independentes e
departamentos do governo americano, a NNI foi criada com o intuito de estruturar metas,

prioridades e estratégias compartilhadas no ambito da Nanotecnologia. Por isso, pesquisas
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relacionadas a Nanotecnologia nas areas ambiental, de salde e seguranga tornaram-se
componentes essenciais na estrutura coordenada pela NNI.

A defini¢do de Nanotecnologia, como “o entendimento e o controle da matéria em
dimens@es entre aproximadamente 1 e 100 nm, onde fendmenos Unicos permitem novas
aplicagdes™? — foi estabelecida no &mbito dessa Iniciativa (USFDA, 2014a).

Em 2006, com vistas a enfrentar os desafios colocados pela Nanotecnologia na area da
salde, a Agéncia Reguladora Norte-Americana (Food and Drug Administration — FDA)
instaurou uma forca tarefa para determinagdo de abordagens regulatérias que incentivassem o
desenvolvimento de produtos nanotecnoldgicos sujeitos a regulacdo sanitéria, que fossem
inovadores, seguros e eficazes. Tendo dela resultado um relatério, divulgado em 2007
“Nanotecnologia — Um Relatério da Forca Tarefa em Nanotecnologia da FDA”*, que concluiu
pela ndo necessidade de regulamentacao nova e especifica para nanotecnologia, tendo também
fornecido inumeras recomendacdes a respeito do tema.

Contudo, algumas questdes levantadas pela Forca Tarefa permaneceram sem resposta,
tendo-se recomendado em seu préprio relatdrio a elaboracao de diretrizes mais especificas para
abordagens pontuais, orientacdo, por vezes ndo enderegada, até a presente data.

Embora a FDA nao tenha estabelecido uma defini¢ao regulatoria para “nanotecnologia”,
“nanomaterial”, “nanoescala” ou outro termo relacionado, foram identificados aspectos a serem
considerados ao decidir se um produto regulado pela Agéncia contém nanomateriais ou envolve
a aplicacdo de Nanotecnologia, conforme disposto pelo documento Diretrizes para a Industria
— Consideracgdes se um produto regulado pela FDA envolve a aplicagio de Nanotecnologial?
(USFDA, 2014a), tal como a seguir apresentado:

- Se um material ou produto final é projetado para ter pelo menos uma dimenséo externa
ou uma estrutura interna ou de superficie dentro do intervalo da nanoescala (aproximadamente
1a100 nm); e

- Se um material ou produto final é projetado para exibir propriedades ou fenbmenos,
incluindo propriedades fisicas ou quimicas ou efeitos bioldgicos, atribuiveis as suas dimensoes,
mesmo que essas estejam fora da faixa nanomeétrica, até um micrémetro (1000 nm). 1sso porque,

comportamentos biologicos e propriedades fisico-quimicas relevantes a avaliacdo de seguranca

10 No original: The understanding and control of matter at dimensions between approximately 1 and 100
nanometers, where unique phenomena enable novel applications (THE UNITED STATES OF AMERICA, 2011).

11 No original: Nanotechnology — A report of the U.S. Food and Drug Administration Nanotechnology
Task Force.

12 No origininal: Guidance for Industry — Considering whether an FDA-Regulated Product involves the
Application of Nanotecnology.
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tém sido observados em dimensbes fora do intervalo de nanoescala convencionalmente
estabelecido entre 1 e 100 nm (USFDA, 2014a).

Faz-se oportuno pontuar que, essas consideracdes aplicam-se ndo apenas a produtos
novos, mas também a situa¢fes de mudanca de produtos j& aprovados, em que 0 processo de
manufatura possa alterar as dimensoes, propriedades ou efeitos de um produto regulado ou
quaisquer de suas partes constituintes (USFDA, 2007).

Em 2009, a equipe sénior da FDA reafirmou a posicdo da Agéncia de que nao seria
necessaria uma estrutura regulatéria totalmente nova para a nanotecnologia, ja que produtos
dela provenientes, apresentariam desafios semelhantes aqueles impostos por outras tecnologias
emergentes. Contudo, a FDA continuaria a acompanhar as pesquisas e questdes emergentes
relacionadas a nanotecnologia. Na ocasido, essa mesma equipe também afirmou que o relatério
da Forca Tarefa de 2007 permaneceria como referéncia sobre o tema, ndo havendo planos de
atualizagdo ou emissao de regulamentos especificos para nanotecnologia (DUVALL, 2012).

Em 2011, o Escritério Executivo do Presidente (The Executive Office of President)
estabeleceu um conjunto de principios relacionados a regulamentacdo e supervisao de
tecnologias emergentes, com mencéo especifica a nanotecnologia, baseados na integridade
cientifica, participacdo do publico, comunicagdo, conscientizacdo de beneficios e custos,
flexibilidade, avaliacdo e gerenciamento de risco, coordenacdo entre agéncias e cooperacao
internacional, bem como orientagcdes detalhadas sobre regulacdo de tecnologias emergentes
(DUVALL, 2012).

Conforme disposto pelo documento Regulacéo da Nanotecnologia publicado pela FDA
(FDA Regulation of Nanotechnology), esses principios foram reiterados e explicados em um
segundo conjunto de principios especificos para a nanotecnologia, cujo principal pressuposto
seria uma regulacdo baseada no risco, ndo apenas no perigo, devendo em todos 0s casos a
identificacdo de perigo, risco ou dano ser baseada em evidéncias. Ao aplicar esses principios,
os reguladores deveriam usar abordagens flexiveis, adaptaveis e baseadas em evidéncias que
evitassem, sempre que possivel, prejudicar a inovagdo e 0 comercio, enquanto cumprissem a
responsabilidade do governo federal de proteger a salde publica e 0 meio ambiente (DUVALL,
2012).

Ainda hoje, a FDA opta por regular produtos baseados em nanotecnologia a partir das
normas legais vigentes aplicaveis a categoria especifica de produto em que esses sejam
enquadrados, ndo tendo, portanto, publicado qualquer regulamento nano-especifico, além de
algumas diretrizes produto-especificas, como aquelas aplicaveis a medicamentos, no qual se

incluem produtos bioldgicos, publicizado sob status de “draft” (USFDA, 2017); a
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medicamentos como lipossomas (liposome drug products) (USFDA, 2018); e a produtos
cosméticos (USFDA, 2014b) — tendo esses dois Ultimos ja sido publicados como diretrizes
finais. Até o momento, ndo existe qualquer diretriz voltada a area de dispositivos médicos.

Posicionamento esse publicizado nas Diretrizes para a Industria a respeito de produtos
gue envolvam nanotecnologia, publicado em 2014 — em que o0 entendimento da agéncia
reguladora norte-americana sobre a suficiéncia, robustez e flexibilidade de sua estrutura
regulatoria para avaliacdo de seguranca de diversos materiais, incluindo-se os nanomateriais, é
expressamente manifesto (USFDA, 2014a).

No referido documento s&o identificados dois aspectos importantes a serem
considerados na avaliacdo de produtos que envolvam a aplicacdo da nanotecnologia e sejam
sujeitos a regulacdo sanitaria da FDA: o tamanho da particula e o fenbmeno/propriedade
tamanho-dependente. Caso algum deles seja aplicavel ao produto objeto de interesse, Agéncia
e/ou industria deverdo se ater a identificacdo de potenciais impactos a seguranca, a eficécia, a
salide publica ou ao status regulatorio do produto (USFDA, 2014a) — com vistas a preservar e
proteger a salde da populagdo que porventura seja exposta a produtos de base nanotecnoldgica.

Portanto, a politica regulatéria mantida pela FDA preserva sua caracteristica cientifica
e de enfoque no produto, expressa por avaliacdes produto-especificas, ou seja, voltadas aos
efeitos bioldgicos e funcionais provocados por materiais presentes em cada tipo de produto
conforme o uso pretendido (USFDA, 2014a) — tratativa essa também aplicada ao processo de
analise implementado no &mbito de produtos de base nanotecnoldgica, avaliados a partir dos
regramentos vigentes em uma abordagem do tipo caso a caso.

Evidencia-se assim, que o posicionamento regulatério assumido pela FDA ampara-se
na adequabilidade dos requisitos existentes a maioria dos produtos nanotecnoldgicos regulados,
estando o racional para essa percepcdo baseado em duas premissas basicas, conforme
asseverado por Janus, Dubé, Goldberg (2014):

a) nas décadas de expediéncia regulatoria da FDA no mesmo intervalo de tamanho de
materiais em nanoescala (como células, proteinas e moléculas); e

b) no desconhecimento de efeitos adversos a saude relacionados ao uso de nanomateriais
engenheirados em drogas ou dispositivos medicos.

Nesse sentido, 0s requisitos para autorizacdo pré-mercado a que produtos como
medicamentos, produtos bioldgicos, dispositivos médicos, alimentos e aditivos de coloragdo
estdo sujeitos seriam compreensivos e, em geral, também aplicaveis a produtos de base
nanotecnoldgica passiveis de regularizacdo sanitaria. Sendo as informacdes e detalhamentos

necessarios a revisdo dos aspectos de seguranca e efetividade desses produtos considerados na
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instrucéo processual das submissdes encaminhadas & Agéncia (JANUS; DUBE; GOLDBERG,
2014), conforme politicas especificas aplicaveis a cada categoria de produto (USFDA, 2014a).

Conforme demonstrado, a abordagem adotada pela FDA para regulacao de produtos que
contenham nanomateriais engenheirados foi amplamente moldada pelo posicionamento
manifesto no relatorio da Forga Tarefa de 2007 — que por um lado, ndo diferenciou os desafios
regulatorios eventualmente impostos pelos nanomateriais, daqueles relacionados a outras
tecnologias emergentes; mas que por outro, reconheceu a possibilidade de enfrentamento de
situacbes Unicas deflagradas por caracteristicas e propriedades tamanho-dependentes
resultantes & aplicacdo da Nanotecnologia a diversidade de produtos sujeitos a regulacédo
sanitaria, tanto sob as perspectivas cientificas como regulatérias.

Especificamente no que tange a regulacao de dispositivos médicos, essa esta sob escopo
da Lei Federal de Alimentos, Medicamentos e Cosméticos (The Federal Food, Drug, and
Cosmetic Act — FFDCA), que ndo apresenta disposi¢des relacionadas a nanotecnologia. Nela
se encontra previsdo relacionada ao sistema de classificacdo adotado para categorizacdo de
dispositivos medicos segundo grau de risco apresentado, sendo esse dividido em trés niveis: I
— baixo risco, Il — médio risco e Ill — alto risco. Dispositivos cuja seguranca e eficacia ja se
encontram bem estabelecidas sdo enquadrados como classe de risco I, sendo por isso sujeitos a
controles gerais relacionados a rotulagem, boas préticas de fabricacdo e relatorios de eventos
adversos. Aqueles enquadrados como classe de risco Il, sdo tidos como produtos mais
complexos, sendo por isso sujeitos ao regime de Notificacdo Pré-Comercializacdo (que envolve
controles gerais e especiais), conforme disposto pela se¢do 510(k) do FFDCA. Esse regime
baseia-se no principio da “equivaléncia substancial” entre dispositivos, evidenciado pelo
comparativo de informacdes obtidas por testes pré-clinicos, e ocasionalmente, dados clinicos
provenientes do dispositivo objeto de interesse em relagdo a dispositivo dito similar, ja
regularizado e legalmente comercializado. Por fim, dispositivos destinados ao suporte ou
manutenc¢éo da vida sdo enquadrados como classe de risco 11, e por isso submetidos ao regime
de Submissdo para Aprovacdo Pré-mercado (Premarket Approval Application — PMA), mais
criterioso e necessariamente baseado em evidéncias clinicas obtidas por estudos clinicos de
natureza confirmatéria, conduzidos com o proprio produto objeto de interesse, para que este
possa ser regularizado (US FDA, 2007).

Apesar da auséncia de qualquer previsdo normativa a respeito da nanotecnologia no
ambito de dispositivos médicos, essa teve seu potencial formalmente reconhecido pelo Centro
de Dispositivos e Saude Radiologica (Center for Devices and Radiological Health — CDRH),
area responsavel pela regularizacdo dessa categoria de produtos — que em 2011, por meio de
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iniciativa de apoio a inovacado de dispositivos medicos, manifestou sua preocupacdo quanto a
necessidade de conhecimentos adicionais para adequada avaliacdo dessa nova tecnologia
aplicada a dispositivos médicos (DUVALL, 2012).

No ano anterior, workshop publico sobre dispositivos médicos e nanotecnologia,
intitulado “0s obstaculos cientificos (por exemplo, biocompatibilidade e toxicidade) para o uso
seguro de nanomateriais em dispositivos médicos, incluindo-se aqueles relacionados a ndo
compreensédo de processos e normas para sua fabricacio e caracterizacdo™?3, foi realizado pela
FDA. Dele surgiram algumas questBes relacionadas a regulacdo de dispositivos médicos de
base nanotecnoldgica, sendo a mais controversa delas, a possibilidade desses produtos
apresentarem perfis de seguranca e eficacia distintos daqueles observados em dispositivos
predicados “padrdo” (DUVALL, 2012).

Outra possibilidade aventada nessa discussdo, apesar de sua limitada repercussao,
estaria relacionada a submissdo de dispositivos médicos de base nanotecnoldgica ao criterioso
regime de PMA, pela simples presenca de nanomaterial em sua composi¢do/constituicao
(DUVALL, 2012) — fato que por si poderia alterar o status ou via regulatéria a ser adotada para
regularizacdo desse tipo de produto (USFDA, 2007).

Quanto a aplicabilidade do regime 510(k) a dispositivos médicos de base
nanotecnoldgica, a partir de dispositivos predicados ja regularizados, mas que ndo se utilizem
da referida tecnologia — trata-se de questdo suscitada pelo Relatério da Forca Tarefa de 2007,
mas ainda ndo enderegada (DUVALL, 2012).

Conforme demonstrado, apesar da preocupa¢do com 0s potenciais efeitos e mesmo
impactos da nanotecnologia a saide humana, parece ndo haver disposicdo para proposicoes
legislativas ou de alteracdo do regramento estabelecido pela FFDCA — condicdo que reforca a
manutencdo da abordagem do tipo caso a caso, até entdo praticada para regularizacdo de
dispositivos médicos que incorporem ou sejam constituidos por nanomateriais, que conforme
caracteristicas e propriedades tamanho-dependentes demonstradas poderd justificar a adogao
de um ou outro regime de regularizacdo, conforme grau de risco atribuido ao produto.

N&o obstante, compreensdo mais aprofundada das propriedades de materiais em
nanoescala e das tendéncias no desenvolvimento e uso desses materiais, faz-se imperativa a
adocdo de um enfoque mais assertivo quanto aos dados e requisitos de testes aplicaveis

(USFDA, 2007), o que tem sido buscado e explorado pela FDA ao longo dos ultimos anos, por

13 No original: [t]he scientific hurdles (e.g., biocompatibility and toxicity) for the safe use of
nanomaterials in medical devices, including the processes and standards for their manufacture and
characterization, are not understood (DUVALL, 2012).
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meio de investimento em programas de formacao e pesquisa, bem como pela atuacdo junto aos

principais foruns de discussao a respeito da nanotecnologia aplicada.

1.1.2.3 Brasil

No Brasil, as iniciativas de pesquisa e desenvolvimento nas areas de Nanociéncia e
Nanotecnologia tiveram inicio em 2003 com o apoio do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e
Inovacdes (MCTI), a partir da criagdo do Programa de Desenvolvimento da Nanociéncia e da
Nanotecnologia, posteriormente, incrementado pelo Plano Nacional de Nanotecnologia,
instituido em 2005, e fortalecido pelo lancamento da Iniciativa Brasileira de Nanotecnologia
(IBN) em 2013 — cujo objetivo era o de criar, integrar e fortalecer agdes governamentais para
promover o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico da Nanotecnologia, com foco na
promogcdo da inovacao na industria brasileira e na prosperidade econdmica e social (BRASIL,
2018).

No ambito da IBN, foram formuladas e implementadas inimeras a¢cdes de promocao e
fomento da Nanotecnologia, com especial destaque aos programas “Sistema Nacional de
Laboratdrios em Nanotecnologias (SisNANO)” e “NANoREG (A common European Approach
to the Regulatory Testing of Nanomaterials); as iniciativas do SibratecNANO (de cooperacéo
internacional), dos comités consultivos e interministerial, e de articulagdes externas com outras
entidades publicas, associacdes empresariais, entre outros (BRASIL, 2018).

Desde entdo a Nanotecnologia se tornou uma area estratégica para o pais, devido ao seu
potencial competitivo e inovador, para geracdo de conhecimento, desenvolvimento tecnolégico
e agregacao de valor econdmico, politico e social (RICCARDI; SANTOS; GUASTALDI,
2015, p. 298).

No Brasil ha uma incipiente normatizacdo constituida, basicamente, por portarias
publicadas pelo MCTI, com discreto objetivo de criar uma acéo institucional direcionada ao
tema, instituir um sistema nacional de Nanotecnologia e proporcionar interagdo com outros
programas e sistemas no ambito desse assunto.

Nessa perspectiva, alguns marcos foram abaixo considerados, com vistas a uma breve
elucidacdo do cenario normativo nacional e produtos resultantes.

- Portaria Interministerial n°® 510 de 09 de julho de 2012: instituiu o Comité

Interministerial de Nanotecnologia (CIN), com a finalidade de assessorar os Ministérios
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representados nesse Comité, a saber: Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdes (MCTI),
Ministério do Meio Ambiente (MMA), Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), Ministério da Defesa (MD), Ministério da Industria, Comércio Exterior e Servicos
(MDIC), Ministério da Educacdo (MEC), Ministério de Minas e Energia (MME) e Ministério
da Saude (MS) — na integracdo da gestdo e na coordenacdo, bem como no aprimoramento das
politicas, diretrizes e acdes voltadas ao desenvolvimento das nanotecnologias no pais (BRASIL,
2018).

- Em outubro do mesmo ano, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
promoveu um debate sobre Nanotecnologia e Vigilancia em Saude, tendo dentre os assuntos
elencados na agenda da reunido figurado conceitos, perspectivas e riscos a saude relacionados
a Nanotecnologia.

- Em setembro de 2014, foi oficializada a participacéo do Brasil no projeto NANOREG,
com o objetivo de fornecer as agéncias reguladoras e aos legisladores brasileiros, as ferramentas
necessarias a uma regulamentacdo em nanotecnologia cientificamente embasada, e consonante
com a regulamentacdo mundial (BRASIL, 2018) .

- Também em 2014, a Nanotecnologia relacionada a produtos e processos sujeitos a
vigilancia sanitaria (tema 112) foi incluida na Agenda Regulatéria (AR) da Anvisa (Biénio
2013-2014) como éarea temdtica de interesse dentro do macrotema Produtos Sujeitos a
Vigilancia Sanitaria. Conforme disposto por essa Agenda, a inclusdo do tema teria como
objetivo “promover a regulagdo sanitaria referente as inovagdes tecnoldgicas decorrentes da
nanotecnologia, tendo em vista a sua importancia como area de inovacdo portadora de futuro,
assim como seus potenciais riscos” (BRASIL, 2014a) — tendo esse sido avaliado pelos
segmentos da sociedade e pela Anvisa como sendo de alta relevancia, urgéncia e esforgo.

- Nesse mesmo ano, foi instituido o Comité Interno de Nanotecnologia (CIN) no ambito
da Anvisa, por meio da Portaria n® 1358/2014, com a finalidade de coordenar as agdes
institucionais na area da Nanotecnologia e efetivar o cumprimento do tema na AR.

Conforme disposicéo estabelecida no art. 3° da mesma Portaria, o CIN seria integrado
por representantes de 12 areas técnicas, tendo sua duragéo sido estabelecida para o periodo de
um ano, nos termos do art. 9°.

Faz-se oportuno ressaltar que, frente a necessidade de avanco nos mecanismos
regulatorios para produtos nanotecnoldgicos sujeitos a vigilancia sanitaria, o tema
Nanotecnologia foi novamente incluido na Agenda Regulatoria da Anvisa - Biénio 2015/2016,

agora sob escopo de Outros Temas Transversais, como tema 74, sob a mesma designacao
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“Nanotecnologia relacionada a produtos e processos sujeitos a vigilancia sanitaria” (BRASIL,
2015).

Em 2015, o Comité Interno de Nanotecnologia propds uma minuta de Resolugdo que
dispunha sobre a obrigatoriedade de informacdo a Anvisa sobre a composicdo e as
caracteristicas de produtos sujeitos a vigilancia sanitaria que apresentassem material
intencionalmente produzido em nanoescala.

Conforme veiculado pelo Portal Anvisa, a época, essa norma visava essencialmente
coletar informac@es sobre produtos ja existentes no mercado ou em vias de regularizagao, com
o0 intuito de melhor dimensionar a necessidade regulatéria de produtos nanotecnoldgicos e
definir critérios, mecanismos, procedimentos e possiveis instrumentos formais para intervencao
e atuacdo da Agéncia em relacdo aos produtos sujeitos a vigilancia sanitaria que contivessem
nanoparticulas ou nanomateriais e que utilizassem nanotecnologias. Contudo, a despeito de
noticiada sua colocacdo em consulta publica, para manifestacdo do setor regulado e sociedade
civil, esta néo foi efetivada, ndo tendo por oportuno sido publicada.

Por fim, em julho de 2019, o MCTI publicou a Portaria n° 3.459, por meio da qual
tornou a Iniciativa Brasileira de Nanotecnologia (IBN), langcada em 2013, um programa
estratégico de incentivo a nanotecnologia no pais. Conforme disposto pelo art.1° dessa Portaria,
a IBN assumiu o status de Politica Nacional para o Desenvolvimento da Nanotecnologia, com
vistas a criar, integrar e fortalecer agdes governamentais na area, com foco na promocao da
inovacao na industria brasileira e no desenvolvimento econdmico e social (BRASIL, 2019).

Além de seus objetivos, encontram-se dispostos na referida Portaria, 0s eixos
estratégicos de fomento da IBN (alinhados com o Plano de Acéo de Ciéncia, Tecnologia e
Inovacdo para Tecnologias Convergentes e Habilitadoras 2018-2022), que preveem o
estabelecimento do marco regulatorio da area, a implementacdo do Programa Nacional de
Nanosseguranca (art. 4°); as acdes e programas estratégicos e estruturantes da IBN (art. 5°); os
temas prioritarios no &mbito da IBN, dentre os quais destacam-se por sua interrelagdo com o
trabalho ora apresentado: 1) nanomateriais e nanocompdsitos; Ill) nanomateriais de base
bioldgica, 1V) nanofarmacos e nanomedicina, V) nanosseguranca, V1) satde — dispostos no art.
3° da referida Portaria (BRASIL, 2019).

Também em 2019, foi aprovado o Projeto de Lei (PL) n° 880/2019 que estabelece o
Marco Legal da Nanotecnologia e de Materiais Avangados no Brasil, que dispde sobre
estimulos ao desenvolvimento cientifico, a pesquisa, a capacitacdo cientifica e tecnoldgica e a
inovacao nanotecnologica; bem como prop6e alteragcdes na Lei n® 10.973/2014, que versa sobre

incentivo a inovagao e a pesquisa cientifica e na Lei n° 8666/1993, relacionada a Licitag0es e
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Contratos, além de outras providéncias. Trata-se de importante iniciativa ao incentivo e avango
da Nanotecnologia no pais, que ainda se encontra em tramitacdo no Senado Federal, onde
aguarda designacéo do relator.

Alguns outros PLs relacionados a aspectos mais abrangentes, como: pesquisa e
desenvolvimento da nanotecnologia no pais (PL n° 5076/2005) e seu incentivo (projeto de lei
complementar — PLP n° 23/2019) e; rotulagem de produtos nanotecnoldgicos e de produtos que
fazem uso da nanotecnologia, e sua obrigatoriedade (PL n° 5133/2013) — foram propostos ao
longo das ultimas duas décadas, tendo todos eles, no entanto, sido arquivados (SENADO
NOTICIAS, 2020).

Conforme asseverado por Riccardi; Santos; Guastaldi (2015, p. 306), apesar das varias
iniciativas relacionadas a tematica, verifica-se que o pais ndo avangou na estruturacdo de uma
politica nanotecnoldgica de base nacional para direcionamento de acdes e regulamentacdes
especificas na area. Condicdo que comprometeu, e ainda hoje prejudica, qualquer tentativa de
protagonismo e mesmo, acompanhamento dos planos estratégicos globais e de investimentos
na regulamentacdo da nanosseguranca.

Realidade que evidencia a necessidade de mobilizagdo e retomada das discussdes, mas
principalmente, de concretizagdo e implementacdo de politicas e diretrizes nacionais voltadas
ao desenvolvimento da Nanotecnologia no pais, bem como de instrumentos normativos
direcionados a sua avaliacéo e controle — na esteira do que tem sido conduzido e realizado por
outros paises, que tém baseado suas politicas e, mesmo posicionamentos regulatérios nos
modelos estruturados pela Unido Europeia e Estados Unidos.

Finda essa breve trajetoria historica e legislativa a respeito de como o tema tem sido
abordado e conduzido no pais, faz-se oportuno retomar sua contextualizacdo no cenario
regulatorio nacional, marcado pela participacdo da Anvisa em processos de discussao
relacionados a Nanotecnologia nos diversos ambitos de sua aplicacdo, e de debate em relacéo
aos seus potenciais riscos e impactos no contexto sanitario. Conforme anteriormente
mencionado, algumas foram as iniciativas assumidas pela Agéncia sobre o tema — que foi
incluido na agenda regulatdria por dois ciclos bienais consecutivos, para aprofundamento das
discussoes relacionadas a sua aplicacdo em produtos sujeitos a vigilancia sanitaria; e priorizado,
frente a instituicdo de um Comité Interno destinado a dentre outras a¢des: coordenar as acdes
em nanotecnologia no ambito da Agéncia, elaborar norma que impusesse aos fabricantes a
obrigacgdo de informar a natureza nanotecnoldgica de produtos e processos sujeitos a vigilancia
sanitaria, supervisionar a elaboracdo de normas e guias especificos destinados a avaliacdo de

segurancga, monitoramento e controle de produtos e processos nanotecnol0gicos nas areas de
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competéncia da Agéncia, elaborar estratégia para capacitacdo e difusdo do conhecimento
relacionado ao tema para e entre os servidores da Anvisa, acompanhar atividades e participar
de acOes de agéncias congéneres acerca de estratégias regulatorias e de avaliacdo de risco
(BRASIL, 2014b).

Apesar de formalmente instituido, e constituido por representantes das diversas areas de
atuacdo da Anvisa que tivessem interface com o tema, o referido comité ndo logrou éxito na
consecucdo da extensa e ambiciosa relacdo de atribuigdes conferidas aos seus membros, ao
longo do prazo de 12 meses, estabelecido pela Portaria n° 1.358/2014. Alguns avangos nos
processos de capacitagdo de recursos humanos da Agéncia na area de Nanotecnologia, bem
como no ambito de discussdes, levantamentos e proposi¢oes regulatérias (este interrompido no
estdgio de minuta de Resolucdo) foram alcancados. Contudo, pode-se dizer que ndo houve
progresso e amadurecimento técnico suficientes para concretizacdo de acdes regulatorias base
a consolidacdo de um posicionamento institucional (formal) sobre o tema, perante a sociedade
civil organizada, setor regulado e outras partes interessadas. Reflexo disso é a auséncia de
qualquer manifestacdo ou publicacdo veiculadas sob o formato de nota, norma, guia orientativo
ou de diretrizes regulatdrias produto-especificas relacionadas a politica ou estratégia regulatoria
e de analise de risco aplicaveis a produtos de base nanotecnologica sob escopo de atuacao da
Anvisa.

No que concerne, especificamente, a area de dispositivos médicos, essa assim como as
demais areas técnicas da Anvisa, ainda ndo dispde de regulamentos ou diretrizes regulatorias
especificas para avaliacdo de dispositivos de base nanotecnoldgica, que contenham ou sejam
constituidos por nanomateriais. Nesse sentido, a regularizagdo desse tipo de dispositivo tem
sido realizada por abordagem do tipo caso a caso, com base na legislacdo sanitaria vigente,
aplicavel a regularizacdo de dispositivos medicos de maneira geral, incluindo-se aqueles
categorizados como materiais de uso em satde (sob escopo do presente trabalho).

Dentre as normas aplicaveis a essa categoria de produtos, destacam-se como referéncias
de aplicagéo irrestrita as Resolugdes de Diretoria Colegiada — RDC n° 185/2001, que versa
sobre requisitos gerais relacionados ao processo de regularizacdo sanitaria de produtos médicos,
bem como estabelece o regramento para seu enquadramento e classificacdo de risco; e RDC n°
546/2021, que revogou a RDC n° 56/2001, e estabelece os requisitos essenciais de seguranca e
eficacia a serem observados para qualquer dispositivo médico, incluindo-se aqueles que
contenham ou sejam constituidos por nanomateriais.

A RDC n° 185/2001 trata-se do principal regulamento sanitario utilizado para a analise

de dispositivos médicos e encontra-se sob processo de atualizagdo. Cumpre pontuar que na
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minuta da nova Resolugdo, hoje, em fase final de revisdo (pos-processos de consolidagdo da
Consulta Pablica (CP) 730.2019 e discussdo a nivel de Mercosul), foram incluidas dentre outras
disposicdes, consideracdes relacionadas a algumas definicbes no ambito da nanotecnologia,
bem como o estabelecimento de regra de enquadramento sanitario especifica para dispositivos
médicos que contenham ou que sejam constituidos por nanomateriais (Regra 19), sendo o sua
classificacdo de risco estabelecida com base no potencial de exposi¢édo interna do nanomaterial
empregado no produto (se livre, fixado a um recobrimento ou incorporado a uma matriz) — que
é também influenciada pelo tipo de produto, via de exposi¢do, nivel de invasividade e duragdo
de seu contato no organismo. Em assim sendo, trés sdo as possibilidades de classificagéo de
risco cabiveis a produtos médicos de base nanotecnoldgica: Il (médio risco) — caso o potencial
de exposicdo interna ao nanomaterial seja insignificante; 111 (alto risco) — caso o potencial de
exposicao interna ao nanomaterial seja baixo; e IV (ma&ximo risco) — caso o potencial de
exposicao interna ao nanomaterial seja médio ou elevado (ANVISA, 2019).

Por se tratar de documento harmonizado a nivel de Mercosul, suas novas disposicdes,
quando aprovadas e publicadas, também terdo efeito sobre a regularizacdo de dispositivos
médicos nos paises constituintes do bloco, uma vez que estardo contempladas em suas
respectivas legislacGes sanitarias.

E importante ressaltar que, o processo de revisio normativa ora instituido teve como
objetivo, além de atualizar seu contetdo para as inovagoes tecnoldgicas e cientificas ocorridas
ao longo dos tltimos anos, dar continuidade ao processo de harmonizacdo regulatéria no ambito
do principal forum de reguladores — IMDRF (International Medical Device Regulators Forum)
do qual o Brasil faz parte como membro fundador, juntamente, com Australia, Canada, Coreia
do Sul, Estados Unidos, Japdo, Russia, Cingapura e Unido Europeia. 1sso porque, o regulamento
europeu (EU MDR), publicado em 2017, e tido como principal referéncia entre as jurisdigdes,
foi utilizado como base para 0 processo de revisdo e atualizacdo da norma brasileira, cujo
contetudo revela-se bastante alinhado as disposi¢cGes europeias. Fato esse, especialmente,
constatado na inclusdo das disposi¢des nano-especificas supra referenciadas.

Quanto as avaliagbes de seguranca e eficacia de dispositivos médicos de base
nanotecnologica, dentre os quais se incluem aqueles categorizados como materiais de uso em
salde que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, essas sdo norteadas pela
Resolugdo — RDC n° 546/2021, que estabelece requisitos minimos & comprovacdo desses
atributos, a serem documentalmente atestados por meio de testes (tais como aqueles de
avaliacdo de seguranca biologica previstos pela série de normas 1SO 10993), estudos como 0s

de estabilidade (para determinagdo do prazo de validade do produto), funcionais, de
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desempenho, determinacdo de vida Util a depender do produto, e relatérios de analise (tais como
o de gerenciamento de risco, avaliacdo clinica baseada em literatura, ou mesmo, de pesquisa
clinica confirmatoria conduzida com o produto) (BRASIL, 2021).

A abrangéncia dessa avaliacdo esta diretamente relacionada ao risco sanitéario atribuido
ao produto, sendo essa mais completa e detalhada para produtos enquadrados nas classes de
risco Il ou IV, regularizados sob o regime de Registro, nos termos da Resolucdo RDC n°
185/2001 que, categoriza dispositivos médicos passiveis de regularizacdo em quatro classes, a
saber: | — Baixo Risco, Il — Médio Risco, Ill — Alto Risco e IV — Ma&ximo Risco.

A Resolucdo n° 546/2021 trata-se, portanto, de norma geral e de ampla abrangéncia, por
sua estruturacdo baseada em requisitos e ndo no cumprimento de lista taxativa de ensaios —
condicdo que viabiliza sua aplicacdo e compatibilizacdo a diferentes cenarios clinicos e
tecnoldgicos. Por isso, esse regulamento mostra-se plenamente extensivel e aplicavel a
tecnologias emergentes, como a nanotecnologia. Sendo sua utilizagdo nesse contexto, moldada
pelo caso concreto.

Contudo, cabe ponderar que, o estabelecimento de tratativa regulatéria relativamente
alinhada com as praticas internacionais pela area técnica responsavel pela regularizacdo de
dispositivos médicos (incluindo-se os materiais de uso em saude), ndo se constitui como
condicdo suficiente e necesséaria sob uma perspectiva técnica e institucional, haja vista que a
instituicdo de um processo regulatdrio constitutivo proprio (alicercado por bases regulatérias
nacionais de escopo geral e especifico) capaz de harmonizar, entre as diversas areas de atuacdo
da Anvisa, 0s preceitos base a serem seguidos e aplicados a analise desse tipo de produto,
respeitadas as especificidades pertinentes a cada &rea e legislacdo-especifica aplicavel —
fortaleceria o papel e compromisso institucional da Agéncia perante a sociedade (representada
pelos cidadaos, pelos entes regulados e pelo préprio governo), bem como evidenciaria seu
amadurecimento regulatério e, por conseguinte, seu grande potencial de contribuicdo para o
avango das politicas nacionais relacionadas a Nanotecnologia e outras tecnologias emergentes;
e do proprio processo de convergéncia regulatoria internacional.

Por todo o exposto até aqui, evidencia-se que, apesar de terem percorridos caminhos
distintos e constituido estruturas normativas e entendimentos regulatorios proprios para lidar
com a nanotecnologia aplicada no &mbito da saude, e na area de dispositivos médicos — Brasil,
Estados Unidos e Unido Europeia adotaram estratégia regulatéria semelhante, baseada em
andlise caso a caso, a partir dos instrumentos normativos disponiveis para avaliacdo global do

produto acabado, sendo as especificidades alegadas e/ou identificadas tratadas a luz da ciéncia



47

e dos conhecimentos disponiveis, enquanto insumos substanciais a uma analise critica, baseada

em evidéncia e fundada nos principios da legalidade e razoabilidade.

1.2 NANOTECNOLOGIA APLICADA A MATERIAIS DE USO EM SAUDE E
AVALIACAO NANOTOXICOLOGICA SOB UMA PERSPECTIVA DE RISCO

A area biomédica constitui uma das trés principais esferas de aplicacdo da
Nanotecnologia e onde se prevé alcancar 1 trilhdo de dolares até 2024 (INSHAKOVA &
INSHAKOQV, 2017; HE et al., 2019 apud SHINDE et al., 2020, p. 3).

Ela abarca uma ampla diversidade de produtos, no @mbito regulatorio, identificados
como dispositivos médicos, dentre os quais se distinguem dois grupos: 0s equipamentos de uso
médico-hospitalar e os materiais de uso em saude. Estes incluem uma miriade de artigos de
aplicacdo médica, odontologica ou laboratorial destinados, em geral, a prevencéo, tratamento
ou reabilitacdo; cuja diversidade e variavel complexidade possibilitam inimeras aplicacdes
nanotecnoldgicas, dentre as quais citam-se, segundo Shinde et al. (2020):  a utilizacdo de
nanoparticulas constituidas por diferentes metais, 6xidos metalicos, fosfato de célcio, ceramica
como scaffolds (suportes) para regeneracdo de tecidos; de nanocarreadores para entrega
controlada de drogas; de nano recobrimentos nas superficies de implantes (especialmente,
dentérios) para aumento de resisténcia a corrosdo, aumento de Gsseointegracdo; como nano
recobrimento de acdo antibacteriana para melhoria de estabilidade e prevencgéo de infecgéo.

Contudo, apesar de oferecerem vantagens importantes em relacdo ao uso de materiais
convencionais [principalmente, em termos de melhoria de propriedades e, consequente
obtencdo de maiores beneficios clinicos], o aumento no uso de nanomateriais em aplicacdes
biomédicas tem levantado preocupac¢des importantes sobre sua seguranca, biocompatibilidade
e toxicidade, frente ao seu maior potencial de exposicao e interagdo com o sistema bioldgico
(ADABI et al., 2016) — o que tem mobilizado interesses, recursos e avangos na investigacao de
potenciais efeitos toxicos deflagrados por nanomateriais no organismo humano.

Enguanto subérea da toxicologia, a Nanotoxicologia dedica-se ao estudo dos efeitos
resultantes a interagdo dos nanomateriais com os sistemas bioldgicos (OBERDORSTER, 2009;
SAVOLAINEN et al., 2013), o que implica extensa avaliacdo pre-clinica, iniciada com o
processo de caracterizacdo de propriedades fisico-quimicas em diferentes cenarios,

complementado pelo delineamento de uma avaliacdo de seguranca bioldgica compreensiva,
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geralmente, baseada em testes, definidos a partir das caracteristicas do nanomaterial
empregado, de sua apresentacéo no dispositivo objeto de analise, do seu potencial de exposicédo
no organismo, bem como da identificacao de perigos potencialmente relacionados a aplicacao
e finalidade do produto.

Conforme disposicao constante em documento elaborado pelo SCENIHR, publicado no
ano de 2007, a avaliacdo de seguranca e gerenciamento de risco de nanomateriais difere (ou
deveria diferir) daqueles realizados em substancias convencionais e impde desafios substanciais
(SCENIHR, 2015).

Isso porque nanoparticulas engenheiradas (amplamente investigadas no ambito das
aplicacdes biomédicas) podem envolver diferentes transformacdes fisicas, quimicas e
bioldgicas — que podem ocorrer a depender de fatores ambientais (como valor de pH,
concentracOes de sal, crescimento natural de microrganismos e questdes naturais inerentes).
Nesse sentido, o conhecimento de propriedades fisicas e quimicas tais como distribuicdo de
tamanho das particulas, morfologia, composicdo das particulas, area de superficie das
particulas, concentracdo do numero de particulas, superficie quimica, mecanismos de liberacao
(deposicao, adsorcdo, aglomeracéo, agregacao e reacoes de oxidacao/reducédo, por exemplo) e
reatividade das particulas em solucdo sdo, particularmente, importantes ao proposito de
avaliacdo de risco (RICCARDI; SANTOS; GUASTALDI, 2015, p. 53).

Em conjunto, os dados obtidos no processo de caracterizacdo fisico-quimica de
nanomateriais e aqueles oriundos da avaliacdo de seguranca bioldgica de dispositivos médicos
de base nanotecnoldgica, constituem as informacdes nanotoxicolégicas que subsidiardo a
avaliacdo de risco bioldgico relacionada a presencga de materiais em nanoescala nesse grupo de
produtos, que conforme asseverado por Jagiello et al. (2017), deve levar em consideracao a
possibilidade de liberacdo das nanoparticulas desses dispositivos, e seus potenciais efeitos
toxicos associados as caracteristicas fisico-quimicas identificadas, assim como a outros
aspectos relacionados ao proprio produto, seu nivel de contato e duragdo no organismo.

Contudo, conforme sinalizado pela literatura disponivel, muitas sdo as limitacdes das
metodologias hoje disponiveis, e empregadas no processo de analise nanotoxicoldgica, o que
tem comprometido ndo apenas seu avango enquanto ciéncia, mas principalmente, a
confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados obtidos por meio desse tipo de abordagem,
motivo pelo qual a avaliacdo e gerenciamento de risco tornam-se imperativos, apesar de ainda
insuficientes. Nesse contexto, cumpre enfatizar a importancia da utilizagdo de métodos

normatizados e validados para o proposito de analise requerido, bem como de seu dominio e
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competéncia para execucdo por parte dos laboratorios contratados, com vistas a obtencdo de
resultados fidedignos.

Por isso, o desenvolvimento de estratégias integradas, que se utilizem da associacédo
entre metodologias tradicionais e especificamente desenvolvidas para a andlise de
nanomateriais (0 que persiste como uma grande dificuldade); bem como de metodologias
computacionais preditivas, sdo tidas como importantes janelas de oportunidade rumo a
obtencédo de dados mais qualificados a tomada de decisdo nos ambitos cientifico e regulatorio
— apesar de ainda incipientes.

Frente a toda essa conjuntura de evolucdo e desenvolvimento, entremeada por
preocupacdes e incertezas, por um marcante dissenso conceitual, diretamente refletido nas
estruturas regulatorias existentes (ainda em processo de construcdo e consolidacédo), e naquelas
ainda por existir; bem como pelos importantes desafios e limitacdes enfrentadas no campo da
nanotoxicologia, inclusive no que tange ao ambito de aplicacdo biomédico — € que o0 presente
projeto de pesquisa foi proposto.

Ele tem como intuito construir, a partir da literatura disponivel, diretrizes regulatorias
base a avaliacdo de seguranca bioldgica de materiais de uso em salde que contenham ou sejam
constituidos por nanomateriais, sob uma perspectiva de risco, com vistas a subsidiar e
sistematizar o processo de analise regulatéria aplicada a esse tipo de produto em territorio
nacional, especificamente, no que se refere aos aspectos nanotoxicoldgicos, em consonancia
com o conhecimento cientifico disponivel, com as abordagens regulatorias adotadas pelas
jurisdicdes europeia e norte-americana, e com as normas técnicas de referéncia disponibilizadas
no ambito da Organizagdo Internacional de Normalizagdo (International Organization for
Standardization - 1SO), tais como: ISO/TR 13014 — dedicada ao processo de caracterizacao
fisico-quimica de nanomateriais engenheirados para avaliacdo toxicologica, ISO/TR 10993-22
— dedicada a avaliacdo biolégica de nanomateriais incorporados ou liberados de dispositivos
médicos (sem desconsiderar as disposi¢Oes gerais e nano-especificas constantes nas demais
partes da série 1SO 10993), ISO 14971, relacionada a aplicagdo do Gerenciamento de Risco a
dispositivos médicos, ISO/TR 24971 enquanto guia para aplicacdo da norma 1SO 14971 e
ISO/TR 13121, que no ambito da nanotecnologia, versa sobre avaliacdo de risco de
nanomateriais, de modo geral.

Consubstanciando-se assim como potencial instrumento de referéncia ao progresso

cientifico e regulatério do tema em ambito nacional.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Construir arcabougo tedrico consistente sob o ponto de vista cientifico e regulatorio que
viabilize uma compreensdo ampliada sobre a Nanotecnologia e a Nanotoxicologia aplicadas a
Materiais de Uso em Saude que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, por meio

de uma abordagem exploratdria e descritiva do conhecimento existente.

2.1.1 Objetivos Especificos

a) ldentificar os principais desafios regulatorios relacionados a avalia¢do de seguranca
bioldgica de dispositivos médicos categorizados como materiais de uso em saude que
contenham ou sejam constituidos por nanomateriais; e

b) Estruturar uma proposicdo regulatoria orientativa base a avaliacdo de seguranca
bioldgica de materiais de uso em saude constituidos por materiais e/ou estruturas em
nanoescala, sob uma perspectiva de risco, a partir de extensa reviséo bibliografica, consulta a

normas técnicas aplicaveis e, seu alinhamento a legislagdo sanitéaria nacional vigente.
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3 METODOLOGIA

Trata-se de pesquisa exploratoria, ancorada em abordagem essencialmente tedrica,
alicercada em extensa e sistematica revisdo bibliografica, tendo essa sido executada a partir de
duas estratégias de busca: a primeira livre, e portanto, ndo estruturada, com o intuito de obter
um panorama geral sobre o escopo delineado para a pesquisa, € uma maior compreensdo quanto
a aplicacdo da tematica ao contexto regulatério de materiais de uso em salde que contenham
ou sejam constituidos por nanomateriais; tendo a segunda, estruturada, sido concebida e
sistematizada sob as bases de uma reviséo de escopo.

Assim, optou-se em um primeiro momento, por uma revisdo bibliografica geral,
realizada a partir do servico Google Busca e baseada em uma ampla variedade de termos
combinados (identificados a partir das palavras-chaves mais comumente utilizadas nas
publicacgdes recuperadas, bem como advindas do processo de leitura dos textos identificados),
dentre os quais: “nanotechnology, nano-medical devices, nano-enabled medical devices, nano-
enhanced products, nanodevices, nano-based products, nanomedicine, nanomaterials,
engineering nanomaterials, nanotextured materials, nanostructured materials, nanocoatings,
regulation, EU regulation, nanoregulation, regulatory decision making, biocompatibility,
nanotoxicology, nanosafety, safety assessment, nanotoxicology testing, biological systems,
nano-bio-interface, physicochemical properties, risk assessment, risk management, risk
assessment framework, safety by design, safe-by-design ”.

Para busca, identificacdo e acesso a normas técnicas relacionadas ao tema objeto de
estudo, utilizou-se a plataforma da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) - ABNT
Colecdo. Considerando o amplo acesso institucional oferecido as normas 1SO nesta plataforma,
essas foram privilegiadas nas consultas realizadas durante a consecuc¢do deste trabalho. Sua
identificacdo na ABNT Colecgdo se deu a partir de consulta direcionada ao Comité Técnico
(Technical Committee — TC) responsavel, dentro da propria ISO, por discussdes de
padronizacao e normatizacdo no ambito das Nanotecnologias — ISO/TC 229. Tendo pela relacédo
de normas elencadas se distinguido aquelas objeto de interesse.

Como resultado final desse processo de busca livre inicialmente realizado, foram
alcancadas publicacgdes diversas, constituidas ndo apenas por artigos cientificos indexados, mas
por livros e capitulos de livros relacionados ao macrotema ‘“nanotecnologia” e a temas
correlacionados ao projeto de pesquisa proposto, tais como “regulagao, dispositivo médico,

nanotoxicologia, nanosseguranga e gerenciamento de risco”, além de guias e documentos
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emitidos por organizagdes engajadas na expansao do conhecimento em nanotecnologia aplicada
a dispositivos médicos, e por conseguinte, a materiais de uso em saude. Ademais, cumpre
pontuar que também foram realizadas buscas manuais (hand searching) resultantes ao
levantamento cruzado das referéncias bibliogréficas reportadas nos documentos consultados.

Frente ao escopo do material recuperado e objetivos estabelecidos para condugéo desta
revisao, foram considerados tanto publicagbes convencionais (identificadas como “literatura
branca” descrita como comercial, formal, revisada por pares tais como livros e artigos
publicados em revistas cientificas) como ndo convencionais (referenciadas como “literatura
cinzenta”, dentre as quais citam-se normas técnicas, relatorios e diretrizes elaborados e
publicizados por autoridades e/ou outras entidades e organizacGes governamentais e nao-
governamentais interessadas, tanto em ambito nacional como internacional) — assim
classificados, conforme revisdo conceitual de Botelho & Oliveira (2017).

No que concerne a busca estruturada, essa foi delineada e realizada segundo racional
para conducgdo de uma revisdo de escopo, descrita por Colquhoun et al. (2014) como “uma
forma de sintese do conhecimento, que incorpora uma gama diversificada de estudos para
resumir e sintetizar evidéncias de modo abrangente, com 0 objetivo de informar a prética,
programas e politicas, ¢ fornecer orientagdo para futuras prioridades de pesquisa”. Sob a 6tica
de Daudt, Van Mossel, Scott (2013, p. 8), as revisdes de escopo viabilizariam o mapeamento
da literatura sobre determinado topico ou area de pesquisa, oportunizando assim a identificacao
de conceitos-chave, lacunas de pesquisa e, tipos/fontes de evidéncia disponivel para informar a
pratica, a formulacdo de politicas e a pesquisa.

Essa é uma proposta de revisao que tem se popularizado nos ultimos anos, por fornecer
uma visdo geral ampla sobre o tépico/campo de estudo, o que a torna particularmente Gtil em
areas emergentes, cuja pergunta de pesquisa seja ampla. Apesar de sua natureza exploratoria, a
revisdo de escopo pode ser conduzida sob orientacdes metodolégicas sistematizadas, quanto
aos processos de busca, selecdo e sintese do conhecimento existente, independentemente de sua
qualidade, e ter seus achados reportados de modo narrativo/descritivo, tabulado ou diagramado
a partir de critérios de boas préaticas para redacdo de relatério (COLQUHOUN et al., 2014;
LOCKWOOD; TRICCO, 2019; THE JOANNA BRIGGS INSTITUTE, 2015; TRICCO et al.,
2016), o que lhe confere reprodutibilidade, completude, transparéncia e reducdo da ocorréncia
de reporting bias (“viés de relato”, em tradugao livre).

Para tanto, é necessario que um protocolo, enquanto plano, seja previamente proposto e
registrado para que a revisao de escopo possa entdo ser iniciada. Nele devem ser especificados

os critérios de inclusdo e exclusdo, os quais devem estar claramente relacionados ao objetivo
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da pergunta de revisdo; e a metodologia a ser implementada em termos de estratégia de busca,
selecdo, extracdo e apresentacao de resultados (THE JOANNA BRIGGS INSTITUTE, 2015).

Nesses termos, optou-se pela elaboragdo de um protocolo de revisdo de escopo prévio a
sua conducdo, o qual se encontra disponivel no Apéndice A, tendo esse sido registrado na
plataforma Open Science Framework (OSF), em 07/12/2020 sob o Digital Object Identifier
(DOI) 10.17605/0OSF.10/C9BZF, disponibilizado sob o dominio https://osf.io/c9bzf. Para
estruturacdo metodoldgica da revisdo adotaram-se como referéncias o Manual de Revisores do
Instituto Joanna Briggs — Methodology for JBI Scoping Reviews (THE JOANNA BRIGGS
INSTITUTE, 2015) e o chesklist “The Preferred Reporting Items for Systematic Review and
Meta-Analyses (PRISMA) extension for Scoping Review ( PRISMA-ScR) ”, tendo este também

sido utilizado como diretriz para reporte dos resultados obtidos e de seus principais achados.

Cumpre pontuar que anteriormente a etapa de elaboracdo do protocolo de revisdo de
escopo, foram conduzidas pesquisas preliminares para identificagdo de eventuais revisoes de
escopo relacionadas ao topico objeto de estudo. Essas foram realizadas em 06/12/2020 a partir
das bases de dados PubMed e Cochrane Library, com base nas seguintes estratégias de busca:
((((("nanotechnology 138669"[All Fields]) ) ) AND ("medical devices"[All Fields])) AND
("regulation"[All Fields])) AND (“'scoping review"[All Fields]); e ((((nanotechnology) AND
(medical devices)) AND (regulation)) AND (safety management)) AND (scoping review),
respectivamente. Ndo foram encontrados quaisquer resultados.

Para formulacéo do titulo, pergunta e estabelecimento dos objetivos do protocolo da
revisao de escopo realizada, utilizou-se o mnemonico “PCC” (populagao, conceito ¢ contexto)
sugerido pelo Instituto Joanna Briggs, como referéncia — por evidenciar aos leitores as
informacdes centrais abarcadas pela reviséo de escopo proposta.

Aplicado a pesquisa objeto desta dissertagdo, o referido mnemaonico foi assim descrito:

= Populacdo (P): dispositivos médicos de base nanotecnoldgica;

= Conceito (C): avaliacdo de segurancga bioldgica em um contexto de gerenciamento de
risco;

= Contexto (C): regulacdo sanitaria.

Nesses termos, titulo, objetivo e questdo de pesquisa foram elaborados a partir dessas
informagdes, de modo que uma relagdo de congruéncia entre eles pudesse ser estabelecida,
conforme a seguir transcrito:

Titulo:


https://osf.io/c9bzf
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Os desafios regulatérios da avaliacdo de seguranca bioldgica de dispositivos médicos
de base nanotecnoldgica, sob uma perspectiva de gerenciamento de risco: uma revisao de
escopo.

Objetivo:

Mapear e avaliar a literatura disponivel sobre avaliacdo de seguranca bioldgica de
dispositivos médicos de base nanotecnoldgica, sob uma perspectiva de gerenciamento de risco,
com vistas a subsidiar a proposicdo de diretrizes regulatorias base a avaliacdo desta categoria
de produtos em territorio nacional, levando em consideragdo os desafios impostos pelas
especificidades desta tecnologia habilitadora na area da salde e as lacunas de conhecimento
existentes.

Questao Principal:

- Como a avaliacdo bioldgica de dispositivos médicos de base nanotecnoldgica se
diferencia da avaliacdo regular realizada para dispositivos médicos, de modo geral?

Questdes secundarias:

- Quais sdo os desafios envolvidos na avaliacdo de seguranca bioldgica de dispositivos
médicos de base nanotecnoldgica?

- Como eles tém sido tratados?

- Como a avaliacdo de dispositivos médicos de base nanotecnoldgica tem avangado para
superar os desafios e dificuldades inerentes a este contexto?

Quanto aos critérios de incluséo e exclusao considerados na revisdo de escopo proposta,
esses ndo foram rigorosos pela prdpria finalidade e natureza da abordagem adotada. Assim,
estabeleceram-se como critérios de:

Inclusdo: publicacdes relacionadas a dispositivos médicos de base nanotecnoldgica
enquadrados na categoria “materiais de uso em salde”, a regulagdo, a avaliacdo de seguranga
bioldgica e/ou gerenciamento de riscos biolégicos aplicados a essa categoria de dispositivos.
Ademais, publicacbes gerais relacionadas a esses topicos (mesmo que ndo especificamente
relacionadas a dispositivos médicos) também foram consideradas frente ao seu potencial para
subsidiar um conhecimento ainda em construcdo nesse campo.

N&o houve restricdo quanto as fontes de informacdo a serem incluidas no processo de
revisdo implementado. Tendo-se, portanto, incorporado todas as publicagfes identificadas de
forma irrestrita.

Exclusdo: publicacdes relacionadas a equipamentos médico-hospitalares e produtos
para diagnostico in vitro foram descartadas, visto que essas categorias de produtos para salde

nédo se encontram sob escopo desta dissertacdo. Aquelas relacionadas a nanomedicamentos e a



55

produtos classificados como “borderlines” (limitrofes), cujo enquadramento como
medicamento ou dispositivo médico ndo se encontre bem consolidado, também foram
excluidas. Publicacbes em idiomas diversos ao portugués, inglés e espanhol foram
desconsideradas.

No que tange a estratégia de buscas, para que fosse compreensiva na identificacdo da
literatura disponivel sobre o tema, essa foi implementada a partir de duas bases de dados de
escopo geral: Medline/PubMed e Embase. A primeira por concentrar publicacdes anglo-
americanas e por seu escopo nas areas de biomedicina e saude, com abrangéncia em topicos
relacionados as ciéncias da vida, as ciéncias quimicas e a bioengenharia, necessarias as
atividades de pesquisa, saude publica, desenvolvimento de politicas de salude. E a Gltima, por
se apresentar como um banco de dados abrangente e atualizado da literatura biomédica,
recomendado por érgdos e autoridades regulatdrias para manutencdo do conhecimento sobre
perfis de seguranca, evidéncias clinicas e econdmicas, além de se constituir como a principal
referéncia de publicacdes europeias.

Sobre esse aspecto, cumpre pontuar que bases de dados nacional e latino-americana,
como SciELO Brasil, BIREME e LILACS, ndo foram incluidas devido a dificuldade de
identificacdo de descritores adequados e aplicaveis ao escopo do trabalho na Biblioteca Virtual
em Saude (BVS) — condicdo que inviabilizou a efetivacdo de buscas bem-sucedidas e, por
conseguinte, a recuperacdo de publicacbes de interesse relacionadas a tematica proposta nas
bases referenciadas.

Em assim sendo, a partir dos termos identificados na busca livre, procedeu-se a
identificagdo dos MESH terms no campo Mesh Database, para posterior estruturagédo da
estratégia de buscas a ser implementada na base de dados Medline/PubMed. Contudo essa ndo
se mostrou assertiva, conforme demonstrado no Quadro 1 — seja pela ndo localizacdo de
resultados, seja pela inespecificidade de possiveis termos aplicaveis — condicdo que pode ter
comprometido o resultado das combinagdes propostas entre termos MESH e Entry terms por
meio do uso dos operadores boleeanos “AND” (para integragcdo dos conjuntos de termos chave)
e “OR” (entre sindnimos), respectivamente, € por conseguinte, das tentativas de busca
realizadas, que recuperaram artigos inespecificos e, em sua maioria, pouco relacionados ao

escopo do trabalho.



Quadro 1 - Resultado Mesh Terms

Termo pesquisado Mesh Term

Nanotechnology “Nanotechnology” [Mesh]

Nanomedicine “Nanomedicine” [Mesh]

“Equipment and Supplies”
[Mesh]

Medical Device

* Termos muito especificos ou
inaplicaveis ao prop6sito do
trabalho
“Materials Testing” [Mesh]

Implant

Biocompatibiity

Biological Evaluation Not found
Nanosafety Not found
Not found

Nanotoxicology

Risk management “Risk management” [Mesh]
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Entry terms
“nanotechnology” [Mesh]
“nanomedicine” [Mesh]

Supplies and Equipment
Apparatus and Instruments
Instruments and Apparatus

Supplies
Inventories
Inventory
Medical Devices
Medical Device
Device, Medical
Devices, Medical
Devices
Device
Equipment

Testing, Materials
Testing, Biocompatible Materials
Biocompatible Materials Testing
Materials Testing, Biocompatible
Biocompatibility Testing
Testing, Biocompatibility
Testings, Biocompatibility
Hemocompatibility Testing
Hemocompatibility Testings
Testing, Hemocompatibility
Testing, Hemocompatible Materials
Hemocompatible Materials Testing
Materials Testing, Hemocompatible

Management, Risk
Management, Risks
Risks Management
Reporting, Hospital Incident
Reportings, Hospital Incident
Reportings, Hospital Risk
Hospital Risk Reporting
Hospital Risk Reportings
Reporting, Hospital Risk
Risk Reporting, Hospital
Risk Reportings, Hospital
Incident Reportings, Hospital
Incident Reporting, Hospital
Hospital Incident Reportings
Voluntary Patient Safety Event
Reporting
Hospital Incident Reporting
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Incident Reporting

Incident Reportings
Reporting, Incident
Reportings, Incident

Regulation “Medical device Legislation” Device Legislation, Medical
[Mesh] Device Legislations, Medical
Legislation, Medical Device
Legislations, Medical Device
Medical Device Legislations
Medical Equipment Legislation
Equipment Legislation, Medical
Equipment Legislations, Medical
Legislation, Medical Equipment
Legislations, Medical Equipment
Medical Equipment Legislations
Medical Device Regulation
Device Regulation, Medical
Device Regulations, Medical
Medical Device Regulations
Regulation, Medical Device
Regulations, Medical Device

Nanoregulation Not found -
Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Tal fato pode ser compreendido a luz do processo de construcdo e evolugdo do
conhecimento em campos emergentes como o da Nanotecnologia, que por seu alto potencial de
inovacdo e aplicacdo, bem como multidisciplinaridade, acaba sendo impactada pela rapida
geracdo de novos termos, descritores e definicdes [ndo padronizados e harmonizados]
(QUIROS-PESUDO et al., 2018) — condicdo que compromete ndo so o estabelecimento de
terminologias consistentes, mas sua compreensdo e emprego adequados entre as diferentes
disciplinas cientificas e atores envolvidos (GOTTARDO et al., 2017), e por conseguinte, a
busca, recuperagdo, compartilhamento e integracdo de dados e informagdes assertivos em
diferentes niveis (LOPEZ-ALONSO; GARCIA-CAMBERO, 2014).

Por esse motivo optou-se pela conducdo de busca avancada direta, via PubMed
Advanced Search Builder. Para tanto, a opgao “all fields” foi mantida para todas as adig0es
realizadas, tendo-se a cada insercdo de um novo termo, sido visualizado seu respectivo indice,
disponivel no “Show Index” — com vistas a identificagdo e escolha de terminologias mais
sensiveis e proximas ao objeto de interesse da pesquisa. Nesse sentido, foram utilizados os
seguintes termos para construcdo de estratégia de busca primaria: “nanotechnology, medical
devices, combination products, implants, safety evaluation, nanosafety, nanotoxicology,
nanotoxicology assays, nanotoxicology data, nanotoxicology models, nanotoxicology,
nanomedicine” - tendo esses sido combinados pelo uso dos operadores booleanos “AND” e

“OR”, conforme demonstrado a seguir.
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Com o intuito de manter um alcance ampliado de publicacdes, optou-se pela base de
dados Embase. Nela a estratégia de buscas foi implementada a partir da identificacdo de Emtree
terms pela ferramenta “Query Builder” para criagdo de uma estratégia de busca composta por
varios termos, sob o formato de busca ampliada, determinado pela escolha da opcao “Explode”
(/exp). Definidos os “emtree terms” sob escopo do tema de pesquisa, esses foram apresentados

no Quadro 2.
Quadro 2 - Resultado Emtree Terms
Termo pesquisado Emtree Term Emtree Term (/exp)
nanotechnology nanotechnology 'nanotechnology'/exp/mj OR
‘nanotechnology'/mj
nanomedicine nanomedicine ‘nanomedicine’/exp OR 'nanomedicine’
nanocoating nanocoating ‘nanocoating/exp OR ‘nanocoating’
medical device medical device ‘medical device’/exp OR ‘medical
device’
medical device medical device regularion ‘medical device regulation’/exp OR
‘medical device regulation’
safety safety ‘safety’/exp OR ‘safety’
nanotoxicology nanotoxicology ‘nanotoxicology /exp OR
‘nanotoxicology’
nanotoxicity nanotoxicity ‘nanotoxicity /exp OR ‘nanotoxicity’
risk risk assessment ‘risk assessment’/exp OR ‘risk
assessment’

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Combinados por meio do uso dos operadores booleanos “OR” ¢ “AND”, estruturou-se
estratégia de busca base, que foi importada para a opcdo de busca avancada para maior
refinamento. Nessa etapa, foram realizadas algumas delimitacGes com vistas a otimizacdo de
resultados, quais sejam:

- Mapeamento: pela abrangéncia do tema, finalidade do projeto de pesquisa e tipo de
revisdo adotada, foram assinaladas todas as opc¢des de busca ampliada para obtencdo de
resultados mais inclusivos (/exp) pela integracdo de termos relacionados mais especificos na
hierarquia vocabular (/mj = major subject headind) — map to prefered term in Emtree, search
also as free text in all fields, explode using narrower Entree terms e search as broadly as
possible);

- Data: néo foi estabelecido limite ou intervalo temporal para a busca de publicacdes;

- Fontes: considerando-se que a estratégia de buscas desse trabalho também

compreendeu a base de dados Medline/Pubmed, apenas a fonte Embase foi assinalada.



- Tipos de publicaco: dentre as op¢oes listadas, foram incluidos artigos e revisoes;

- Idiomas: foram limitados a publicacdes em portugués, inglés e espanhol.
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- Demais filtros (campos, limites rapidos, medicina baseada em evidéncias, género,

idade e animal) ndo foram considerados, por sua inaplicabilidade ao objeto de pesquisa.

Findo esse processo, procedeu-se a efetivacdo da estratégia de busca construida, cujo

formato e resultado foram apresentados no

Quadro 3, juntamente, com a estratégia de busca por ferramenta avancada, construida

na base de dados Medline/PubMed, anteriormente referenciada.

Quadro 3 - Consolidacédo das Estratégias de Busca por Base de Dados

Base de dados (data de
consulta)
Medline/PubMed
(12/12/2020)

Embase
(25/01/2021)

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Termos de busca combinados

("'nanotechnology”[All Fields])) AND (“medical
devices"[All Fields])) OR ("combination
products"[All Fields])) OR (“implants"[All Fields]))
AND ("safety evaluation"[All Fields])) OR
("'nanosafety"[All Fields])) OR
("'nanotoxicology"[All Fields] OR "nanotoxicology
assays"[All Fields] OR "nanotoxicology data"[All
Fields] OR "nanotoxicology models"[All Fields] OR
"nanotoxicology nanomedicine"[All Fields]))

(('nanotechnology'/exp OR 'nanotechnology’ OR
‘nanomedicine'/exp  OR  'nanomedicine’ OR
'nanocoating'/exp OR 'nanocoating’) AND (‘medical
device'/exp OR 'medical device’) AND (‘medical
device regulation'/exp OR 'medical device
regulation’) AND (‘safety’/exp OR ‘'safety’) OR
'nanotoxicology'/exp OR 'nanotoxicology’ OR
‘nanotoxicity'/exp OR 'nanotoxicity’) AND ('risk
assessment'/exp  OR  'risk assessment’) AND
([article]/lim OR [review]/lim) AND ([english]/lim
OR [portuguese]/lim OR [spanish]/lim) AND
[embase]/lim

Resultado

4316 publicactes

547
publicacdes

O critério de elegibilidade aplicado a selecdo dos estudos incluidos nesta revisao

baseou-se essencialmente na identificacdo dos dominios-chave (evidenciados pelo mnemdonico

PCC, anteriormente descrito) contidos em cada uma das estratégias de busca estabelecidas, o

que se deu, inicialmente, a partir da leitura dos titulos e resumos das publica¢es obtidas.

Concluida essa etapa, procedeu-se a leitura dos artigos selecionados na sua integralidade para

delineamento e posterior analise de sua abordagem. Cumpre pontuar que, as referéncias das

publicagdes selecionadas também foram consultadas para identificacdo de materiais adicionais.
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Quanto as publicacdes em duplicata e aquelas identificadas como desconexas aos
dominios-chave estabelecidos nas estratégias de busca (quando de sua triagem ou leitura na
integra), ambas foram excluidas.

Por todo o exposto, evidencia-se que o delineamento metodoldgico apresentado teve
como intuito, mapear o conhecimento disponivel na temética proposta a partir de um conjunto
diversificado de publicacbes, ndo apenas capaz de viabilizar a obtencdo de um acervo
informacional assertivo e abrangente da literatura recuperada, para subsidiar (em conjunto com
os achados resultantes & busca ndo-estruturada realizada a priori) a proposicéo de diretrizes
regulatdrias base a avaliacdo de seguranca bioldgica de materiais de uso em salde de base
nanotecnoldgica — com vistas a uma abordagem regulatoria critica, transparente e alinhada ao
conhecimento existente e as praticas regulatorias globais; mas também, capaz de minimizar

eventual reporting bias no processo de inclusao bibliografica.
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O perfil metodoldgico tracado para realizacdo da revisdo bibliogréafica requerida

viabilizou a obtengdo de extensa e variada bibliografia, conforme premissa inicialmente

considerada, tendo esse sido esquematicamente representado pelo Fluxograma 1, no qual se

encontram descritas as principais etapas e resultados obtidos nos processos de busca conduzidas

de modo livre e estruturado.

Fluxograma 1- Estratégias de Busca Bibliografica
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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Conforme demonstrado, foram recuperados por busca livre 66 publicagcdes dentre
artigos de revisdo, guias e documentos institucionais, normas técnicas de referéncia,
regulamentos nacionais e internacionais. Pelo carater exploratorio desse tipo de busca, seus
resultados subsidiaram o texto base do arcabougo tedrico proposto, desenvolvido a partir de
duas vertentes: Panorama sobre a Nanotecnologia aplicada a Materiais de Uso em Salde e seu
perfil no cenario regulatério nacional e Avaliacdo de Seguranca Bioldgica aplicada a Materiais
de Uso em Salde de base nanotecnoldgica, sob uma Perspectiva de Risco — apresentadas como
capitulos mestre desta secdo.

Quanto a estratégia de busca estruturada realizada nas bases de dados Medline/PubMed
e Embase foram identificadas 4.316 e 547 publicacBes, respectivamente, tendo 63 sido
excluidas por duplicata e 4.465 por desconexdo com o tema, constatada apds triagem inicial
realizada a partir da analise de titulos e resumos. Dentre os motivos identificados destacaram-
se: publicacdes do tipo reprimenda, errata, correcdo; tematica ndo relacionada a nanotecnologia
ou com enfoque direcionado a nanotecnologia aplicada as areas de medicamentos, cosméticos,
alimentos, agricultura, agrotdxicos, ecotoxicologia, remediacdo ambiental; avaliagdes
nanotoxicologicas relacionadas a 6rgéos, tecidos, sistemas e/ou nanomateriais especificos.

Ao todo, 335 documentos tornaram-se elegiveis para leitura de seu contetido na integra.
Destes, duas publica¢fes ndo foram localizadas a partir das informag6es obtidas (titulo, DOI e
autores); e outras cinco foram redigidas em idioma diverso (duas em chinés e trés em japonés)
— motivo pelo qual ndo tiveram seu contetdo acessado e avaliado. Portanto, restaram 328
publicacdes para avaliacdo, dentre as quais 180 foram excluidas — pelos motivos explicitados
no Apéndice B. Do levantamento cruzado das referéncias bibliograficas constantes nas
publicacbes selecionadas (tanto na busca livre quanto estruturada), foram identificados e
incluidos outros 50 documentos.

No que tange aos critérios estabelecidos para selecdo e inclusdo dos artigos na revisao
de escopo proposta, cumpre pontuar que, esses foram observados e aplicados sob uma
perspectiva ampla, por meio da qual foram abarcadas tanto publicagdes diretamente relacionada
a nanotoxicologia aplicada a dispositivos médicos (com enfoque naqueles categorizados como
materiais de uso em salde), quanto publicacbes de abordagem geral relacionadas aos
macrotemas: nanotoxicologia, regulacdo, avaliacdo de seguranca bioldgica, e avaliacdo de
risco. Conforme esperado e, previamente, observado no processo de busca livre, publicacdes
especificamente relacionadas a seguranga biologica de materiais de uso em saude de base

nanotecnoldgica foram escassas, condicdo inclusive refletida pelo conteudo de guias,
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documentos e normas recuperados nesse processo, baseados em literatura de escopo geral
adaptadas a realidade de dispositivos médicos.

De modo geral, 148 publicagdes foram recuperadas da busca estruturada, tendo essas
sido essencialmente constituidas por artigos de revisdo, textos editoriais, perspectivas,
comentarios, prefacios, relatos e opinides — tornados publicos entre 2007 e 2020, em revistas
cientificas de conceito variavel (fator de impacto entre 0.62 e 31.538). No processo de leitura e
analise desse material foram identificados seis macrotemas relacionados a tematica, aos
objetivos e as perguntas objeto de interesse propostas pela revisdo de escopo, conforme
apresentado pelo Quadro 4.

Quadro 4 - Categorizacao das publica¢des incluidas pela Revisdo de Escopo por macrotemas

Macrotemas Quantitativos

1.  Nanotoxicologia aplicada a Dispositivos Médicos 11

2.  Caracterizacdo Fisico-Quimica, Proteina Corona e Nanobiointeragdo 21

3.  Avaliacdo e Testes de Seguranga Biologica 35

4.  Avaliacdo de Riscos e Tomada de Decisao 16

5.  Regulacéo 6

6.  Desafios Nanotoxicologicos e Nanotoxicologia Preditiva 59
Total 148

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

No que se refere as 50 referéncias cruzadas incluidas, essas se caracterizaram por
abarcarem publicacdes diversas (desde documentos redigidos por entidades a servico da
Comissédo Europeia, como o0 JRC, a diretrizes governamentais/regulatérias relacionadas a outras
categorias de produtos, algumas legislacdes nacionais, normas técnicas e publicacdes diversas
(do tipo revisdo, em grande parte) relacionadas as tematicas abordadas pelo trabalho),
publicizadas entre os anos de 2002 e 2020.

Nesses termos, tomando-se as orientacGes constantes no Manual de Metodologia para
Revisdo de Escopo — The Joanna Briggs (2015) como referéncia, procedeu-se a elaboracédo de
Quadros de Extracdo de Resultados, correspondentes a cada um dos macrotemas
supramencionados, para agrupamento dos artigos incluidos conforme temaética predominante.
Por sua extensdo, os referidos quadros ndo foram disponibilizados. Contudo, informacdes
sumarizadas em relacdo aos artigos analisados serdo apresentadas no Apéndice C, para
conhecimento e transparéncia.

Isso porque, a consolidagdo dos achados mais relevantes desses resultados sera
reproduzida e textualmente diagramada no capitulo “Avaliacdo de Seguranca Bioldgica

aplicada a Materiais de Uso em Saude de base nanotecnoldgica, sob uma Perspectiva de Risco”,
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onde seré estruturada e apresentada sob a forma de subcapitulos, intitulados com base nos
macrotemas identificados — por constituir parte substancial dos resultados alcancados por este
trabalho.

Quanto as reflexdes resultantes as perguntas norteadoras da revisdo de escopo, essas
foram incluidas ao final da secdo, como fechamento dos resultados obtidos nesse extenso

processo de revisao e analise.

41 PANORAMA SOBRE A NANOTECNOLOGIA APLICADA A MATERIAIS DE USO
EM SAUDE E SEU PERFIL NO CENARIO REGULATORIO NACIONAL

A Nanotecnologia é um dos campos emergentes mais importantes nas ciéncias médicas
(KALANGUTKAR, 2015), com potencial para impactar significativamente a tecnologia
médica e revolucionar o sistema de satde (SOLAIMAN et al., 2017).

Isso porgue, nanomateriais engenheirados estariam na vanguarda de campos emergentes
como a Nanobiotecnologia e a Nanomedicina, ja que por sua sintese meticulosa e propriedades
fisico-quimicas Unicas, esses viabilizariam uma grande variedade de aplicagdes biomédicas,
incluindo-se aquelas inteiramente novas, alcancadas por nanomateriais customizados para
obtencdo de melhor funcionalidade, sensibilidade, eficiéncia e especificidade (NAVYA,;
DAIMA, 2016).

Nesse sentido, o uso de nanomateriais em dispositivos médicos tem se tornado crescente
e bastante diverso nos Ultimos anos, considerando-se ndo apenas as diversas finalidades clinicas
atribuidas e abarcadas por esta categoria de produtos, mas a propria diversidade de
nanomateriais, atualmente, disponiveis e neles empregados — conjuntura que tem beneficiado
especialidades médicas diversas, mas desafiado a comunidade académica e mesmo, o sistema
regulatério global, que ndo tém conseguido responder a tempo, as demandas e preocupacoes
geradas por essa tecnologia inovadora, especialmente, no que tange aos eventuais riscos
nanotoxicologicos dela advindos, resultantes a sua aplicacdo clinica e ao seu potencial de
exposicao interna.

Sob essa perspectiva, Halamoda-Kenzaoui, et al. (2019) asseveram que a
nanotecnologia utilizada em dispositivos médicos tem potencial para alcancar um amplo
espectro de aplicacdes, estendendo-se desde as areas de terapia, diagnostico, monitoramento

até a prevencdo de doencas. Concepcdo que a tem tornado uma ferramenta genuinamente
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importante ao futuro da medicina, por possibilitar a melhoria de instrumentos existentes e 0
surgimento de novos dispositivos meédicos — mais inteligentes, mais efetivos e mais
biocompativeis (AFSSAPS, 2011).

Na Figura 4 encontram-se representados alguns exemplos das diversas possibilidades
de aplicacdo da nanotecnologia na area de dispositivos médicos, com destaque aqueles

pertencentes a categoria Materiais de Uso em Saude.

Figura 4 - Possibilidades de Aplicacdo da Nanotecnologia a Dispositivos Médicos

Dispositivos Médicos

Seaffolds = )ﬁ Ak Reparo de tecido dérmico
suportes/arcabougos  J&N T o -
Biossensores e
Diagnosticos
Hipertermia por o o
radiossensibilizador P
\""-————/ T
° o -"? % Enxertos vasculares
Membranas - \?
antimicrobianas - *
|II|I:'I.I'I
Implantes médicos Material odontolégico

Fonte: Adaptado de (HALAMODA-KENZAOUI et al., 2019).

Especialmente no que se refere a essa categoria, observa-se que uma grande variedade
de biomateriais em nanoescala tem sido empregada na constituicdo de seus diferentes tipos de
produtos, dentre os quais citam-se nanomateriais inorganicos (que incluem nanoparticulas
metéalicas, 6xido metalicas e ceramicas), organicos (constituidos por polimeros degradaveis e
ndo-degradaveis), a base de carbono (como os nanotubos de carbono, fulerenos, grafeno),
compositos (constituidos por combinacgdes de nanomateriais de natureza organica, inorganica
ou a base de carbono com qualquer forma de material metalico, ceramico ou polimérico)
(ADABI et al., 2016; JEEVANANDAM et al., 2018; KARAKUS; BILGI; WINKLER, 2020;
NAVYA; DAIMA, 2016; RAMOS et al., 2017), além de materiais nanoestruturados (AKCAN
et al., 2020; VALAVANIDIS; VLACHOGIANNI, 2016) e nanobiomateriais (enquanto

estruturas baseadas em lipidios, proteinas ou outras substancias de ocorréncia natural)
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(SCENIHR, 2015) — por suas diversas propriedades fisicas, magnéticas, de biocompatibilidade,
biodegradabilidade, antimicrobianas, de reforco, resisténcia a tensdo, de biomimetizacdo,
ampla area de superficie — bastante Uteis num cenario de aplicacGes clinicas diversas como o
observado nesse grupo de artigos.

Realidade essa que tem sido, progressivamente, consolidada pelas diferentes estratégias
de aplicacdo e apresentacdao desses nanomateriais, quando utilizados em materiais de uso em
salde. Dentre as estratégias de aplicacdo, Geertsma et al. (2015) destacam o recobrimento de
superficie, a mimetizacdo de estruturas fisiologicas naturais e a melhoria de propriedades das
matérias-primas utilizadas como sendo as mais comumente empregadas nesse meio. Em relacao
as estratégias de apresentacdo, referenciam-se as formas livres — em formulacdes pastosas
(como compositos de preenchimento dentario) ou no produto (como a nanoprata adicionada a
curativos); fixas — para formacao de recobrimentos em implantes (como a nano-hidroxiapatita)
e prevencéo de infecgdes (por recobrimentos a base de nanoprata impregnados em dispositivos
invasivos) e; incorporadas para melhoria de propriedades mecanicas (pelo emprego de
nanotubos de carbono em paredes de cateter, por exemplo) (SCENIHR, 2015).

Especificamente no que tange as estratégias de aplicacdo, cumpre ressaltar alguns

aspectos:

a) Recobrimento de Superficie

E tido como um dos campos de aplicacdo mais importantes e diversos da nanotecnologia
aplicada a dispositivos médicos, [e por conseguinte a area de materiais de uso em saude],
principalmente, por proporcionar melhoria a sua biocompatibilidade (GEERTSMA et al.,
2015).

Destacam-se como principais abordagens utilizadas para o alcance dessa finalidade, os
nano recobrimentos e/ou as modificacfes de superficie, ja& implementadas em implantes
cardiovasculares (stents), odontoldgicos (implantes dentarios) e ortopédicos (proteses de
quadril) que tém langado mao desse tipo de recurso para:

= melhoria da biocompatibilidade e hemocompatibilidade, pelo mascaramento da
superficie do implante e, consequente, minimizacdo de reacOes adversas

(HALAMODA-KENZAOQUI et al., 2019);

» melhoria da interacdo entre a superficie do implante e o tecido ou 0sso circunjacentes,

diminuindo o risco de perda do implante (HALAMODA-KENZAOQUI et al., 2019);
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» formacdo de barreira e, consequente, prevencdo contra a migracdo de ions metalicos
(como aqgueles liberados do cromo, molibdénio e niquel) que possam deflagrar reacdes
de hipersensibilidade (HALAMODA-KENZAOQOUI et al., 2019);

= prevencdo de infeccdo pela agdo antimicrobiana de nanomateriais empregados na
superficie de curativos, téxteis médicos, cateteres e implantes (ABDI, 2016;
GEERTSMA et al., 2015; HALAMODA-KENZAOQUI et al., 2019); e

= modificacdo de superficie para liberagdo controlada e prolongada de farmacos em sitios
especificos, viabilizada por estruturas metalicas nanoporosas ou pela adicdo de
nanoparticulas poliméricas reabsorviveis, tal como ja& ocorre em alguns stents
farmacoldgicos (ABDI, 2016; GEERTSMA et al., 2015; HALAMODA-KENZAOQUI
etal., 2019).

b) Mimetizagéo de Estruturas Fisiologicas Naturais

Constitui-se como tendéncia, principalmente, aplicada ao campo de engenharia de
tecidos, viabilizada pelo uso de nanomateriais submetidos a tratamento quimico ou topografico,
com vistas a mimetizacao de estruturas de ocorréncia natural como os tecidos biologicos, e
alcance de propriedades bioldgicas, fisicas e mecanicas 6timas (ABDI, 2016; GEERTSMA et
al., 2015; KARAKUS; BILGI; WINKLER, 2020).

No ambito de materiais de uso em saude, essa tem sido uma estratégia comumente
utilizada nas areas de ortopedia e odontologia; assim como para suporte a processos de
cicatrizacao e regeneracdo tecidual (ABDI, 2016; GEERTSMA et al., 2015).

Em ortopedia, 0s hanomateriais sdo usados como matrizes para regeneracao 6ssea, por
favorecerem a adesdo celular, estimularem o crescimento e integracdo éssea, além de
conferirem maior forca mecanica a estrutura (HALAMODA-KENZAOQUI et al., 2019). Quanto
a odontologia, a aplicacdo de superficies nanoestruturadas e modificacdes da quimica de
superficie tém sido empregadas para proporcionarem melhores respostas celulares, como
adesdo, crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo — necessarias tanto a uma melhor
osseointegracdo como a reducdo do tempo de cicatrizacdo (RASOULI; BARHOUM,;
ULUDAG, 2018).

No ambito de tecidos e substitutos biomiméticos, varias nanoparticulas, suportes
nanoporosos, superficies nanomodeladas, nanofibras e nanotubos de carbono estdo sendo
empregados na fabricagdo de arcaboucos engenheirados para reparo de drgdos e tecidos
danificados (VALAVANIDIS; VLACHOGIANNI, 2016). Para cicatrizacdo, 0 uso de

nanomateriais como substitutos dérmicos que mimetizem a matriz extracelular para fornecer



68

um microambiente favoravel ao crescimento celular e cura da ferida tem sido observado.
Scaffolds (suportes/arcabougos) apresentados sob a forma de matrizes ou implantes
nanoestruturados para estimulo a migracao, fixagdo e multiplicacdo celular tém figurado como
candidatos biomiméticos interessantes ao processo de regeneracdo tecidual (ABDI, 2016;
HALAMODA-KENZAQUI et al., 2019).

c) Melhoria de Propriedades das Matérias-Primas

Mostra-se como estratégia comumente empregada na fabricacdo de dispositivos
médicos utilizados em cirdrgica, com o intuito de torna-los mais fortes, leves e afiados, e assim
reduzir o dano tecidual (HALAMODA-KENZAOUI et al., 2019); encontrando também espaco
nas areas de odontologia e ortopedia.

Em odontologia, 0os nanomateriais tém sido usados em preenchimentos dentarios e de
canais radiculares para melhoria das propriedades fisicas e mecéanicas pelo aumento da
resisténcia a microtracao e flexdo, da resisténcia a fratura e da dureza do material (GEERTSMA
et al., 2015). J& em ortopedia, nanocompdsitos de carbono contendo matriz cerdmica ou
polimérica tém sido empregados para melhoria de propriedades mecanicas (AKCAN et al.,
2020).

Ademais, pesquisas relacionadas a aplicacdo de nanotubos de carbono tém evidenciado
sua atratividade para uso em materiais compdsitos reforcados com fibras devido a sua alta
relacdo de aspecto — caracteristica aplicavel a fibras e particulas alongadas, no que tange a
proporcdo de dimensdo externa estabelecida entre a particula mais longa e a particula mais curta

(1SO, 2012), combinada com excelentes propriedades mecénicas e elétricas.

A partir do panorama apresentado sobre como a nanotecnologia tem sido aplicada a area
de materiais de uso em salde, enquanto categoria de dispositivos médicos, e sua
representatividade dentro das diversas especialidades em que esses dispositivos tém sido
utilizados, algumas consideragdes relacionadas & abordagem regulatoria aplicada a esse tipo de
produto fazem-se oportunas.

Conforme asseverado por Halamoda-Kenzaoui, Blanka (2019), até o momento, nao
existe estrutura regulatéria especifica para produtos de base nanotecnoldgica utilizados em
salde, dentre os quais incluem-se os dispositivos médicos, e sua subcategoria, materiais de uso
em saude — condicdo que tem imposto a necessidade de desenvolvimento e incorporagdo de
diretrizes adicionais a pratica regulatoria atual [baseada na regulacdo existente], que abarquem

suas particularidades [fisico-quimicas e biologicas].
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Como anteriormente antecipado, a andlise regulatéria aplicada a materiais de uso em
salde que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais tem sido pautada por
regulamentos gerais aplicaveis a essa categoria de produtos, frente a ndo edicdo de
regulamentagdo nano-especifica (realidade comum a maioria das jurisdi¢@es ao redor do globo),
fato que tem justificado a adogdo de uma abordagem de anélise do tipo caso a caso, baseada no
estado evolutivo da ciéncia em relacdo a nanotecnologia aplicada e, por conseguinte, resultado
em uma avaliacdo mais cautelosa e centrada nas peculiaridades nano-especificas apresentadas
por cada dispositivo, incluindo-se suas eventuais repercussfes clinicas, usualmente,
relacionadas aos diferenciais proporcionados pela tecnologia, assim como aos riscos a ela
associados (identificados ao longo do ciclo de vida do produto).

Em termos gerais, essa avaliacdo contempla o cumprimento de requisitos documentais,
previstos nos regulamentos sanitarios vigentes (especialmente no que tange aos requisitos
minimos de seguranga e eficicia), e em normas técnicas de referéncia apliciveis a materiais de
uso em saude e relacionadas a Nanotecnologia e a nanomateriais.

Contudo, considerando-se o conhecimento ainda incompleto e, por vezes, inconsistente
relacionado a toxicidade dos nanomateriais empregados na constituicdo dessa categoria de
produtos — analises pontuais quanto a existéncia de evidencias suficientes que suportem o
atendimento dos requisitos de seguranca e eficacia desses produtos tornam-se necessarias,
partindo-se do pressuposto de que, cada nanomaterial aplicado a cada tipo de dispositivo
médico deve, a principio, ser considerado como Unico, ndo sendo seus dados de identidade,
caracterizacdo de propriedades fisico-quimicas e de seguranca bioldgica, bem como de riscos
identificados transponiveis ou extrapoldveis a outros produtos e contextos de utilizacdo
diversos. Motivo pelo qual cada caso deve ser considerado individualmente, em um contexto
de gerenciamento de risco, que deve contemplar desde os potenciais riscos relacionados ao
nanomaterial incorporado, como aqueles advindos e resultantes ao uso do proprio “nano
produto” durante seu ciclo de vida.

Isso porque a toxicidade de nanomateriais pode ser influenciada por diversos fatores
intrinsecos ao proprio material e, a ele extrinsecos, relacionados a via e frequéncia de exposi¢éo,
resposta bioldgica deflagrada no organismo do hospedeiro, tempo de contato/permanéncia no
corpo, eventual lixiviacdo, deslocamento e deposi¢cdo em outras regides do corpo ao longo do
tempo — realidade que requer a adogdo de uma abordagem regulatoria mais cuidadosa no
processo de analise e regularizagdo de materiais de uso em saude que contenham ou sejam

constituidos por nanomateriais.
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Em assim sendo, 0 quesito seguranca alcanca importancia singular no ambito da
Nanomedicina, aqui representada sob a perspectiva de dispositivos médicos categorizados
como materiais de uso em saude que contenham nanomateriais, principalmente, sob a forma
livre ou que, porventura, possam ser liberados de sua estrutura e interagir com o meio biol6gico
interno, frente ao seu potencial para desencadear respostas e eventos indesejaveis ao organismo
humano.

Por esse motivo, dentre 0s aspectos objeto de maior interesse regulatorio no ambito de
dispositivos que possuam nanomateriais em sua composicdo, estd a demonstracdo de sua
seguranca, atestada pela conducdo de extensivas e criteriosas anélises de identificacdo e
caracterizacdo fisico-quimica e topografica do nanomaterial (enquanto matéria-prima e sob as
condicdes fisiologicas pretendidas) e, de sua forma aplicada ao dispositivo (quanto a sua
estabilidade no produto, sua eventual interacdo fisico-quimica com outros materiais
constituintes do produto e seu comportamento bioldgico, quando exposto ao ambiente bioldgico
interno) — combinadas a avaliacGes nanotoxicoldgicas de triagem para 0 nanomaterial objeto
de interesse e, de seguranca bioldgica do produto acabado, estabelecida nos termos do disposto
pela série de normas ISO 10993, conforme rota de exposicao, uso pretendido, nivel e tempo de
contato do produto no organismo, e forma de apresentacdo do nanomaterial nele contido. Para
que a partir desse conjunto de informacdes, possa-se estimar e avaliar 0s riscos biologicos
identificados e determinar a relacéo risco-beneficio do dispositivo de base nanotecnoldgica no
contexto de sua utilizagdo clinica prevista.

Cabe ponderar que, embora as preocupac¢des quanto a seguranca e biocompatibilidade
de nanomateriais em aplicagdes biomeédicas sejam preponderantes (ADABI et al., 2016),
avaliacdes dos requisitos de eficacia — ndo contempladas no escopo do presente trabalho, e em
geral, relacionadas ao desempenho e funcionalidade do produto, sdo imperativas ao alcance de
uma analise completa e abrangente da tecnologia objeto de interesse, inclusive no que concerne

a comprovacdo das alegagdes a ela atribuidas.
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4.2 AVALIACAO DE SEGURANCA BIOLOGICA APLICADA A MATERIAIS DE USO
EM SAUDE DE BASE NANOTECNOLOGICA, SOB UMA PERSPECTIVA DE
RISCO

Embora a Nanotecnologia tenha demonstrado potencial revolucionario no @mbito de
aplicacdo biomédico (INGLE; GUPTA; RAI, 2020) viabilizado, principalmente, pelo uso e
incorporacdo de nanomateriais engenheirados de caracteristicas novas, Uteis e Unicas a
dispositivos de finalidades diversas; observa-se que preocupacdes toxicoldgicas relacionadas
ao potencial dessas mesmas caracteristicas deflagarem repercussdes bioldgicas adversas
resultantes as nanobiointera¢Ges no organismo tém mobilizado esforcos cientificos crescentes
na busca por adequabilidade e maior sistematizacdo metodolégica as avaliagdes
nanotoxicoldgicas requeridas para o alcance de uma melhor compreensdo dos complexos
processos de interagdo nanobioldgica e mecanismos de toxicidade deflagrados.

Contudo, muitos sdo os desafios relacionados a esse recente campo do conhecimento,
em franco processo de expansdo e consolidacdo, mas fortemente marcado por limitacdes de
ordem técnica, cientifica, procedimental que tém, indubitavelmente, comprometido seu avanco
sob bases sélidas o suficiente para aprimorar e desenvolver metodologias, ferramentas e
equipamentos mais sensiveis e especificos a avaliacdo de nanomateriais, evoluir na reducéo de
lacunas, bem como produzir informac6es qualificadas e confiaveis para progressao de modelos
preditivos que suportem nao sé a racionalizacao de recursos e tempo, mas a propria tomada de
decisdo sob bases cientificas consistentes, inclusive no @mbito regulatorio.

Nesse cenario, construir e consolidar um entendimento abrangente da realidade
nanotoxicoldgica geral e aplicada ao contexto de dispositivos médicos, com enfoque em
materiais de uso em salde que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, de modo
ndo apenas a assimilar seu status, mas vislumbrar e acompanhar tendéncias futuras, enquanto
oportunidades de avanco no campo da Nanotoxicologia aplicada a &rea da salde — torna-se
imperativo e necessario.

Por esse motivo, o presente capitulo foi estruturado em outros seis subcapitulos, para
que topicos relevantes a uma compreensdo ampliada sobre todo esse contexto pudessem ser
abordados. Dentre eles destacam-se aqueles dedicados a contextualizacdo da nanotoxicologia
aplicada a dispositivos médicos, ao processo de caracterizacao fisico-quimica de nanomateriais

e a avaliacao de seguranga bioldgica, enquanto temas centrais ao escopo desta dissertacdo, sem
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que outros temas de interesse, relacionados a avaliacdo de risco, regulacdo, desafios

nanotoxicoldgicos e nanotoxicologia preditiva deixassem de ser contemplados.

4.2.1 Nanotoxicologia Aplicada a Dispositivos Médicos

Devido ao seu potencial de exposi¢do e de interacdo com os sistemas bioldgicos,
dispositivos médicos, assim como outras categorias de produtos de aplicacdo meédica,
despertam grande preocupa¢do quanto a sua segurancga e potenciais riscos a saude humana,
tendo se tornado alvos de maior vigilancia nos altimos anos frente ao avanco do conhecimento
cientifico, surgimento e incorporacao de novas tecnologias.

Nesse cenario, dispositivos médicos de base nanotecnoldgica, em geral, caracterizados
pela implementacdo de modificacdes de superficie [topograficas, de propriedades e deposi¢do
de recobrimentos], por melhorias de desempenho e, no caso de dispositivos médicos
combinados (ou seja, que associam acdo fisica/mecénica a propriedades farmacoldgicas e/ou
bioldgicas) por melhorias de estabilidade na formulagdo, aumento de solubilidade do excipiente
ou reducdo de excipientes aplicadveis — tém se beneficiado do uso da nanotecnologia para
reducdo de sua toxicidade (Al et al., 2011; HOBSON et al., 2016; JUILLERAT-JEANNERET
et al., 2015); assim como para avanco nos campos diagnostico e terapéutico, por meio de
plataformas nanoterandsticas (RADOMSKA; LESZCZYSZYN; RADOMSKI, 2016), que tém
ganhado relevancia e destaque nos Gltimos anos, enquanto estratégias combinadas para
otimizagdo de tratamentos como o de hipertermia, pelo uso de nanoparticulas de éxido de ferro
superparamagnéticas (SPIONs)*, por exemplo.

Contudo, apesar do répido crescimento no uso de nanomateriais em medicina, de modo
geral, existe uma importante caréncia de informacdo disponivel para predizer os efeitos a saude
relacionados a exposicdo a esse tipo de material, o que se reflete no contexto regulatério, que
ainda trata a maioria dos materiais em nanoescala da mesma forma que as substancia quimicas
convencionais, ndo havendo, portanto, consenso ou diretrizes nano-especificas claras para sua
regulacdo — fato que pode ser constatado frente aos procedimentos regulatérios atuais adotados
para aprovacdo de novos medicamentos e para dispositivos médicos, também aplicados a

medicamentos e dispositivos médicos de base nanotecnoldgica (JUILLERAT-JEANNERET et

14 Original: Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs).
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al., 2015), baseados em abordagem de analise do tipo caso a caso (RADOMSKA;
LESZCZYSZYN; RADOMSKI, 2016).

Juillerat-Jeanneret et al (2015) apontam como fatores a se considerar na avaliacdo do
uso de nanomateriais em Nanomedicina: tamanho, esquema de exposic¢do, dose, populacéo
envolvida e a duragdo do tempo de exposicdo (aguda ou cronica); sendo a toxicidade,
biotransformacdo e biodistribuicdo desses materiais no organismo, também destacadas como
questdes importantes, apesar de ainda ndo resolvidas pelas esferas cientifica e regulatoria. Para
tanto, conhecimento aprofundado a respeito das propriedades fisico-quimicas do nanomaterial
objeto de interesse e de seus aspectos bioldgicos resultantes as nanobiointeracGes torna-se
imperativo, segundo Navya & Daima (2016) — que além de salientarem algumas propriedades
fisico-quimicas importantes (tais com tamanho, composi¢do, forma/morfologia, relacao
superficie/volume, agregacao, estabilidade, proteina corona) e negligenciadas (pureza, presenca
de contaminantes residuais, hidrofilicidade/hidrofobicidade, defeitos de superficie) no cenério
biomédico, também pontuam preocupacdes quanto as potenciais repercussées por elas
deflagradas, quando em ambiente fisiologico (tais como hemolise, ativacdo de trombéticos,
captacdo de nanomateriais e mecanismos de morte celular).

Aspecto importante, considerado por Ai et al. (2011) refere-se a dispositivos que
exponham o organismo a nanomateriais “nao ligados”, ou seja, que se desprendam e se tornem
biodisponiveis para interacdes nano-bioldgicas, especialmente, aqueles de maior longevidade
no organismo. Ademais, cumpre enfatizar que a depender da natureza das nanoparticulas
empregadas no produto — se organicas, biodegradaveis ou inorganicas, ndo-biodegradaveis —
diferentes serdo os niveis de preocupacao desencadeados, haja vista que 0s primeiros, por serem
degradados pelas vias metabdlicas, tendem a gerar menor preocupac¢do; engquanto os ultimos,
por sua baixa solubilidade e potencial para persisténcia e exposi¢do por periodos prolongados
despertam maior atencdo (RADOMSKA; LESZCZYSZYN; RADOMSKI, 2016) — condi¢éo
essa traduzida sob a forma de uma avaliagdo de seguranca mais extensa e completa.

No que tange a avaliacdo de seguranga bioldgica de dispositivos médicos de base
nanotecnoldgica [dentre os quais se incluem aqueles pertencentes a categoria de materiais de
uso em salde que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais] cumpre pontuar que
essa € pautada por abordagem do tipo caso a caso, respaldada por regulamentos vigentes, cujo
escopo comporte as especificidades e riscos tedricos associados aos nanomateriais (Al et al.,
2011). Para tanto, uma variedade de configuracdes de testes de toxicidade in vitro e in vivo deve
ser conduzida para compreensao do tipo e escala de interacOes estabelecidas entre nanomaterial

e hospedeiro, apesar da inexisténcia de padrdes harmonizados para avaliacdo de toxicidade e
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biocompatibilidade de nanomateriais em sistemas biol6gicos, segundo asseverado por Adabi et
al. (2016).

Sobre esse quesito, cabe pontuar que, frente as propriedades fisico-quimicas e biologicas
diferenciadas e desafios Unicos impostos pelos nanomateriais aos testes in vitro, Myers et al.
(2017) sinalizam para adogéo de abordagem cautelosa na conducdo de teste de avaliacdo de
seguranca bioldgica in vitro para analise de dispositivos médicos que contenham nanomateriais,
ja que versdes modificadas desses testes podem ser necessarias para evitar possiveis
interferéncias (a serem previamente determinadas) e leitura imprecisa de resultados. Outro
ponto relevante considerado pelos autores, a ser observado nesse contexto de avaliacéo,
relaciona-se a verificacdo de potencial contaminacdo por endotoxinas, caracterizacdo de
residuos de manufatura, bem como avaliacdo de esterilidade, consisténcia lote a lote e possivel
sobredose de nanomateriais em testes in vitro — enquanto possiveis fatores desencadeadores da
toxicidade observada.

Especificamente no que se refere a dispositivos médicos implantaveis (de modo geral),
outro elemento que merece destaque, relaciona-se a eventual geracdo e liberacdo de ions,
produtos de degradacao e particulas, predominantemente nanométricas, sob a forma de detritos
resultantes a processos de corrosdo e desgaste; e seu potencial inflamat6rio e imunogénico nos
tecidos circunjacentes ao implante, bem como de disseminacdo a sitios secundarios e
transposicdo de barreiras biologicas — conjuntura cujos riscos ndo podem ser negligenciados
(BILLI; CAMPBELL, 2010; KEEGAN; LEARMONTH; CASE, 2008; MYLLYNEN, 2009).
Nesse cenario, ponderacéo relacionada ao potencial impacto da proteina corona sobre o efeito
patofisiol6gico desses detritos de desgaste (por sua composicdo quimica e conformacao
estrutural) e seu necessario mapeamento e compreensao a nivel de nanobiointerface é realizada
por Bitounis et al. (2015).

Nessa perspectiva, a caracterizacdo adicional dos detritos liberados por esses
dispositivos e a avaliacdo dos seus potenciais efeitos toxicoldgicos ganharam relevancia e se
tornaram recomendaveis (KEEGAN; LEARMONTH; CASE, 2008) tanto no contexto de
dispositivos médicos constituidos por nanomateriais como daqueles que ndo os possuam, haja
vista ser esse um mecanismo de geracdo incidental de nano-objetos.

Faz-se oportuno ponderar que lacunas de conhecimento relacionadas aos mecanismos
bioldgicos, modos de acdo e toxicocinética de nanomateriais no organismo humano, também
figuram como desafios a serem superados na avaliagdo dos impactos biologicos dos
nanomateriais utilizados em Nanomedicina (JUILLERAT-JEANNERET etal., 2015; NAVYA,
DAIMA, 2016). Pode-se dizer, portanto, que o conhecimento sobre as interacdes de
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nanomateriais com os sistemas bioldgicos permanece limitado, havendo ainda grande
controvérsia sobre a influéncia de diferentes parametros relacionados as propriedades dos

nanomateriais em sua toxicidade e seguranca (ADABI et al., 2016).

4.2.2 Caracterizacdo Fisico-Quimica, Proteina Corona e Nanobiointeracdo

As atividades de identificagéo e caracterizagdo de nanomateriais constituem-se como
etapas iniciais e indispensaveis a serem consideradas num processo de avaliacdo toxicologica
de nanomateriais (DHAWAN; SHARMA; PARMAR, 2009), ja que a partir da analise de seus
resultados e perigos identificados, associada a forma de apresentacdo desse material no
dispositivo medico, € que se avaliara, sob uma perspectiva de risco, as analises
nanotoxicoldgicas necessérias a nivel pré-clinico, para determinacéo da seguranca bioldgica do
material de uso em salde que contenha ou seja constituido por nanomaterial conforme sua
utilizacdo clinica pretendida. Em assim sendo, conducdo apropriada do processo de nano
caracterizacdo torna-se fundamental a obtencdo de resultados experimentais confiaveis e
reprodutiveis (DHAWAN; SHARMA; PARMAR, 2009).

Trata-se, portanto, de processo imprescindivel a compreensdo de fatores que
determinam o comportamento bioldgico (AFSSAPS, 2011), haja vista o grande numero de
propriedades fisico-quimicas capazes de influenciar a toxicidade de nanomateriais — que
combinadas a diversidade de apresentacdes engenheiradas disponiveis e em fase de
desenvolvimento, tém desafiado a analise de risco associada a nanomateriais.

Isso porgue, além da natureza do nanomaterial objeto de interesse (representada por suas
propriedades fisico-quimicas intrinsecas e responsaveis por sua identidade sintética), devem ser
levados em consideracdo sua finalidade e contexto de exposic¢do clinica, quando incorporado a
um produto de uso médico — motivo pelo qual suas propriedades extrinsecas, manifestas em
sistemas bioldgicos, devem ser necessariamente contempladas no processo de caracterizacao
fisico-quimica. Tal pratica mostra-se imprescindivel a obtencdo de conhecimento mais
abrangente e aprofundado sobre o comportamento assumido por nanomateriais em
apresentagdes “secas” (também conhecidas como pristina, original, sintetizada), “molhadas”
(em suspensdo) e “in situ” (in vivo), constituindo-se também como um subsidio importante a

adequada interpretacdo de dados toxicolégicos no contexto de aplicacdo pretendida, conforme
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discutido por SAYES & WARHEIT (2009), Johnston et al. (2012), Fadeel et al. (2015),
Dusinska et al.(2015), Forest & Pourchez (2017), Shannahan (2017) e Wolfram et al. (2014).

Concepgédo essa corroborada por Singh et al. (2019), que destacam como um dos
desafios enfrentados pela nanotoxicologia, a predominancia de experimentos realizados com
nanomateriais sob sua forma original (pristina), que por desconsiderarem o cenario da complexa
dindmica de superficie ocorrida durante a exposi¢cdo do nanomaterial a matrizes bioldgicas,
comprometem a identificacdo e extrapolacdo de riscos (detectados in vitro) a situacdes de
exposigdo fisiologica realistas. Dindmica essa que configura o que, convencionalmente, se
denomina proteina corona, também conhecida como biocorona — fendmeno resultante a alta
energia de superficie de nanomateriais que em contato com ambientes biol6gicos adsorvem
biomoléculas a sua superficie, formando sobre ela uma espécie de recobrimento biolégico —
real responsavel pela identidade biolégica do nanomaterial (WESTMEIER; STAUBER;
DOCTER, 2015).

Por seu carater mutavel e dependente das propriedades fisico-quimicas unicas das
nanoparticulas, das caracteristicas do sistema biolégico avaliado (tipo de meio, composicéo,
concentracdo, tempo de circulacdo, velocidade, pressdo) e da via de exposicdo escolhida — a
biocorona pode afetar o comportamento, as interacGes e mesmo, a toxicidade do nanomaterial
ao longo do seu ciclo de vida — haja vista a influéncia da entidade “nanomaterial-corona” sobre
as vias de sinalizacdo celular, o processo de captura celular, a resposta imunologica deflagrada,
a biodistribuicdo, o destino biolégico, bem como a deposi¢do/acimulo em orgdos-alvo
secundarios, biodegradacdo e eliminacao do nanomaterial exposto (BAIMANOV; CAI; CHEN,
2019; CAl et al., 2020; DOCTER et al., 2015; FOREST; POURCHEZ, 2017; HUSSAIN et al.,
2015; JOHNSTON et al., 2012; LIU; WORKALEMAHU; JIANG, 2017; NEAGU et al., 2017,
OVAIS et al., 2020; SHANNAHAN, 2017; WESTMEIER; STAUBER; DOCTER, 2015;
WOLFRAM et al., 2014).

Assim, ela passa a ser compreendida como veiculo de identificacdo imunolégica, por
conferir ao nanomaterial ao qual estd ancorada, uma espécie de assinatura molecular passivel
de reconhecimento pelo sistema imunoldgico inato, sendo sua composi¢cdo determinante ao
modo e as vias de interacdo assumidas pela nanoparticula a nivel celular, bem como para os
processos locais e sistémicos deflagrados, contribuindo sobremaneira para um ou outro
desfecho: biocompatibilidade ou desencadeamento de efeitos adversos (NEAGU et al., 2017).

Nesse sentido, compreender as propriedades resultantes a formacdo dessa entidade
torna-se condicdo fundamental ao entendimento da interface e interagdo nanobioldgica, sendo

sua adequada caracterizagdo, por meio de metodologias analiticas que viabilizem sua detecgéo,
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estudo de sua formacdo e composicao, imperativa a identificacdo das principais propriedades
fisico-quimicas relacionadas a efeitos de perigo, a uma interpretacdo mais assertiva das relagdes
estrutura-atividade, bem como a compreensdo de sua relevancia patobiologica no contexto de
aplicacdo biomédica, com vistas ao desenvolvimento de produtos nanotecnoldgicos seguros e
funcionais (BAIMANOV; CAI; CHEN, 2019; DOCTER et al., 2015; NEAGU et al., 2017,
OVAIS etal., 2020), inclusive, por meio da adogdo de estratégias relacionadas ao conceito “safe
by design”, representadas por abordagens de recobrimento de superficie, controle de formato,
dopagem, passivacao de superficie, funcionalizacao de superficie (pela incorporacédo de grupos
quimicos), padronizacao de tamanho para reduzir defeitos superficiais e de liga¢fes imperfeitas
(BURELLO; WORTH, 2015; CAl et al., 2020; DOCTER et al., 2015; HU et al., 2017; NEAGU
et al.,, 2017) — de modo a minimizar potenciais riscos a salde e preservar ou aprimorar
propriedades funcionais desejaveis (HIORTH; VAN HOVE; WICKSON, 2017).

Alcancada a relevancia desse fendmeno e sua indissociabilidade bioldgica no contexto
de aplicacdes biomédicas, como aquele em que materiais de uso em saude se inserem; e
partindo-se para um contexto normativo baseado em diretrizes de caracterizacéo fisico-quimica
aplicadas a nanomateriais engenheirados para fins de avaliacdo toxicoldgica, tal como aquele
apresentado pela norma técnica de referéncia ISO/TR 13014: 2012, intitulada
“Nanotechnologies — Guindace on physico-chemical characterization of engineered nanoscale
materials for toxicologic assessment”®®, identifica-se um amplo escopo de caracteristicas
passiveis de andlise, que abarcam desde as propriedades intrinsecas (tais como os atributos
fisico-quimicos) e extrinsecas (resultantes a interacdo com o meio) do nanomaterial, bem como
de seus agregados e aglomerados (maiores que 100 nm) (ISO, 2012; 1SO, 2011).

Nos termos da referida norma seriam consideradas caracteristicas fisico-quimicas

relevantes a avaliacdo toxicologica de nanomateriais:

a) Descricdo Fisica:

= Tamanho de Particula/Distribuicdo de Tamanho;

= Estado de Agregacdo/Aglomeracdo em meio relevante;
= Formato;

= Avrea de Superficie/ Area de Superficie Especifica.

b) Composicdo Quimica:

= Composicgéo;

15 Traducdo nossa: Nanotecnologias — Diretrizes em Caracterizagdo Fisico-Quimica de Materiais em
Nanoescala Engenheirados para Avaliagdo Toxicologica (ISO, 2012).
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= Pureza;
= Quimica de Superficie.

c) Propriedades Extrinsecas:

= Carga de Superficie;
= Solubilidade;
= Dispersabilidade.

Trata-se de uma relacdo de caracteristicas gerais a serem consideradas, conforme a
natureza do nanomaterial a ser avaliado, mas de grande valia a fundamentacéo e direcionamento
de um plano de caracterizacdo que seja capaz de subsidiar a etapa de avaliacao toxicologica, ja
que as informac0es obtidas pela analise dos atributos elencados na referida norma poderiam
contribuir para o delineamento de uma triagem toxicoldgica, e posterior avaliacdo
nanotoxicoldgica, mais especifica e completa, conforme aplicacdo e cenario de exposicao
esperado para o nanomaterial objeto de interesse empregado no produto acabado.

No gue concerne a anlise e caracterizacdo de nanomateriais utilizados em dispositivos
médicos, segundo disposi¢es constantes no documento SCENIHR (2015), seriam
considerados atributos relevantes e, potencialmente, atrelados as caracteristicas, finalidade de

uso e desempenho do produto no qual esses estariam contidos:

= |dentidade e Composi¢do Quimica;

= Tamanho de Particula (primaria e secundaria);
= Concentracdo de Massa e Particula;

= Avrea de Superficie Especifica;

= Quimica de Superficie;

= Carga de Superficie;

= Solubilidade e Propriedades de Particdo (fase organica e aquosa);
= pH;

= Viscosidade;

= Densidade e Densidade de Poros;

= Poeira (produtos em pé seco);

= Reatividade Quimica/Atividade Catalitica;

= Atividade Fotocatalitica.



79

J& a norma ISO/TR 10993-22: (2017a), que dispde sobre diretrizes a avaliacdo de
biocompatibilidade de dispositivos médicos que contenham ou sejam constituidos por
nanomateriais, considera a caracterizacao de propriedades adicionais a depender do design, uso

pretendido e caracteristicas de desgaste apresentados pelo dispositivo, tais como:

= Cristalinidade;

= Porosidade;

= Potencial redox;

= Fotocatalise;

= Potencial Formacao de Radicais;

= Coeficiente de particdo em agua/octanol (que pode nédo ser aplicavel a materiais

solidos).

Condicdo que ndo exclui a adocdo de diretrizes especificas e, eventualmente,
disponiveis para caracterizacdo de determinados tipos de nanomateriais. Ademais, outros
aspectos importantes considerados pela norma ISO/TR 10993-22 (2017a) referem-se:

a) a incorporacao de superficies nanoestruturadas em dispositivos médicos que requer,
além de caracterizacdo fisico-quimica, caracterizacdo topogréafica, cujos atributos sdo
estabelecidos com base na aplicacéo clinica proposta para o dispositivo, dentre 0s quais citam-
se:

= rugosidade;

= diferenca de area de superficie (diferenca entre area de superficie real e area de
superficie projetada, considerando-se 0 aumento da area de superficie total
causada pela rugosidade);

= contagem e caracterizacdo de picos (tais como altura e distancia entre picos —

enguanto importantes parametros espaciais); e

b) ao emprego de materiais hanoporosos em dispositivos medicos (como sistemas de
entrega de farmacos e para constituicdo de arcaboucgos teciduais), cuja caracterizagdo possa

contemplar:

= tamanho e estrutura de poros ou vazios;

= sua densidade e distribuicé&o.
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Questdo atinente a realidade de dispositivos médicos, bem como de materiais de uso em
salde, de natureza nanotecnoldgica ou ndo, e que merece destaque, relaciona-se a possibilidade
de geracdo de nano-objetos por desgaste ou degradacdo em meio biologico, resultante aos
processos de manufatura e processamento, ou ao proprio contexto de uso e aplicagdo do produto
— condicdo a ser investigada e devidamente caracterizada, sempre que necessario (1SO, 2017a).

No Quadro 5 foram consolidados os atributos destacados por cada uma das referéncias
supramencionadas, cuja pertinéncia e aplicabilidade ao processo de caracterizacdo fisico-
quimica de nanomateriais contidos em materiais de uso em salde deverdo ser avaliadas
conforme a forma de apresentagdo do nanomaterial e sua finalidade no dispositivo. Ressalta-se
que esta é uma relacdo ndo exaustiva e ndo taxativa podendo, portanto, ser complementada por
outros parametros relevantes identificados em consulta a outras normas técnicas ou a literatura

corrente; bem como nao ser plenamente aplicavel a depender do caso concreto.

Quadro 5 - Consolidacéo de atributos fisico-quimicos aplicaveis ao processo de caracterizacdo de nanomateriais
contidos em Materiais de Uso em Salde, segundo as normas técnicas ISO/TR 13014 (2012), ISO/TR 10993-22
(2017a) e documento SCENIHR (2015)

Caracteristicas fisico-quimicas e topograficas de nanomateriais contidos em materiais de uso em satde
passiveis de avaliacao

Tamanho de Particula

Distribui¢do de Tamanho

Estado de Agregacéo/Aglomeracéo

Area de Superficie/Area de
Superficie Especifica
Formato

Quimica de Superficie

Composigéo

Pureza

Identidade

Cristalinidade

Carga de superficie
Reatividade Quimica/Atividade
Catalitica
Atividade Fotocatalitica
Potencial Formacao de Radicais

Concentracdo de Massa e
Particula

Viscosidade

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Densidade

Solubilidade e Propriedades de
Particdo

Dispersabilidade
pH
Poeira (produtos em po seco)

Rugosidade (caracterizacdo e
diferenca de area de superficie)

Porosidade (tamanho, estrutura,
densidade e distribuicdo de
poros)

Nano-objetos gerados por
desgaste/degradacéo

Frente a relevancia desses atributos, algumas consideracdes fazem-se oportunas e serdo

a sequir realizadas:
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a) Tamanho e Distribui¢do de Tamanho:

E tido como caracteristica fundamental a todos os nanomateriais. Por convencao, o
intervalo de tamanho estabelecido entre 1 e 100 nm, é o mais comumente utilizado em
referéncia aos nanomateriais, embora ndo haja, sob uma perspectiva quimica ou bioldgica, uma
demarcacdo claramente estabelecida para esses valores (BOVERHOF et al., 2015). Percepgéo
corroborada por Miernicki, et al. (2019) , que também discute sobre a pertinéncia dos limites
de tamanho estabelecidos, mais relacionados a questdes regulatdrias que razes propriamente
cientificas.

Em relacdo ao limite inferior da nanoescala (de 1 nm), tem-se que as caracteristicas e
propriedades do material sdo amplamente definidas pela quimica da molécula e ndo pela
natureza fisica dos materiais formados em nanoescala. Ja quanto ao limite superior (de 100 nm),
este seria um valor de corte “arbitrario”, visto que as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas
tamanho-dependentes dos materiais ndo mudariam abruptamente, ultrapassado esse marco
(BOVERHOF et al., 2015; SOARES et al., 2018).

Nesse sentido, em uma tentativa de incluir todas as caracteristicas importantes sob o
ponto de vista regulatério, algumas autoridades expandiram o limite superior da nanoescala
para além dos 100 nm (HEALTH CANADA, 2011; USFDA, 2014a). No entanto, vale
considerar que a maioria das autoridades regulatérias tém usado o intervalo de 1 a 100 nm como
definicdo de nanoescala, demonstrando consisténcia com a norma ISO/TS 80004-2 (2015a),
que estabelece terminologias e defini¢bes aplicadas a Nanotecnologia.

Embora os limites de tamanho sejam reconhecidamente arbitrarios, ha concordancia de
que qualquer fendmeno nano-especifico Unico tem maior probabilidade de ocorrer em
nanomateriais situados dentro da faixa de 1 a 100 nm, sendo esse intervalo, portanto, razoavel
(BOVERHOF et al., 2015). Por outro lado, reconhece-se ainda que, o tamanho da particula
sozinho ndo é suficiente para a avaliagio de um nanomaterial, devendo-se levar em
consideracdo a inclusdo de outros critérios importantes.

Aspecto também relevante a ser considerado em relagdo ao tamanho do nanomaterial, é
a sua potencial influéncia sobre eventuais efeitos toxicologicos observados. Segundo Hussain
et al. (2015), o tamanho da particula priméria €, indiscutivelmente, a propriedade mais critica
em uma resposta nanotoxicoldgica, uma vez que influencia significativamente o0 modo e a
extensdo da interacdo celular.

Por isso, estabelecer as caracteristicas de distribuicdo de tamanho das particulas mostra-
se fundamental a obtencéo e aplicacdo de nanomateriais seguros a finalidade de uso em salde

proposta.
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Nesse sentido, a distribuicdo de tamanho em torno da média ou mediana é tida como
aspecto pratico adicional a compreensdao de como o tamanho define um nano-objeto ou
nanomaterial (BOVERHOF et al., 2015).

Segundo Bleeker et al. (2013), a inclusdo de um valor de corte para distribuigdo de
tamanho, como um componente na definicdo de nanomaterial, mostra-se como parametro
necessario a obtencdo de maior clareza quanto ao que deve ou nao ser considerado
nanomaterial. Para tanto, consisténcia quanto a escolha da variavel a ser adotada (percentual de
peso ou contagem do ndmero de particulas) é imperativa.

Por fim, ressalta-se que toda caracterizagdo de nanomateriais inclua informagdes
relacionadas ao tamanho medido, a incerteza da medicdo, a distribuicdo de tamanho observada
e 0os métodos utilizados no processo de mensuracdo (AFSSAPS, 2011), para que essas possam
ser comparadas as informacdes fornecidas pelo fabricante da matéria-prima; e tomadas como
referéncia a avaliagOes futuras e, eventual identificacdo de mudancgas ocorridas ao longo do

tempo ou relacionadas ao ambiente.

b) Estado de Agregacgao/Aglomeracao:

Os agregados sdo estruturas robustas e essencialmente indivisiveis, similares a
particulas primarias. Ja os aglomerados mostram-se como uma coleg&o de particulas fracamente
ligadas, que podem se decompor por acdo de energia externa suficiente. Estes podem variar em
tamanho, mas séo tipicamente maiores que 100 nm (BOVERHOF et al., 2015).

Particulas secundarias resultantes a formacao de agregados ou aglomerados sdo maiores
que suas particulas originarias, condicdo que pode afetar os comportamentos de absorcdo,
distribuicdo, metabolismo e exposicdo inicialmente previstos para 0 nano-objeto.
Especificamente no que tange aos aglomerados, vale destacar sua maior propensado a processos
de fragmentacdo, justamente pela natureza das ligagdes que os mantém — condi¢do que pode
levar a diferencas toxicoldgicas entre o material gerado e a “amostra recebida”. Por isso a
importancia de se determinar o tamanho da particula em meio biolégico relevante, a fim de se
ter um valor “como administrado” para posterior comparagdo “como recebido” (1SO, 2012).

Isso porque, pequenas alteragcdes no meio, tais como pH, forca idnica ou concentragédo
podem alterar substancialmente o estado de dispersdo das nanoparticulas. Por ser este um estado
dindmico, ele deve ser investigado em momentos diferentes para o registro de medidas de
distribuicdo de tamanho em comparagdo com o estado “ideal” inicial de dispersdo, a fim de
estabelecer qualitativamente o nivel de agregacdo e aglomeracdo alcancados (AFSSAPS,
2011).
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Por serem parametros correlacionados, os estados de agregagéo e aglomeragdo de nano-
objetos, bem como de dispersabilidade e solubilidade, devem ser conhecidos e considerados,
para que eventuais mudancas de estado em meio biologico possam ter suas consequéncias
toxicologicas vislumbradas (AFSSAPS, 2011).

Outrossim, durante o ciclo de vida de aglomerados ou agregados constituidos, particulas
podem ser liberadas, condicdo cujo risco deve ser considerado e avaliado em termos fisico-

quimicos e bioldgicos.

¢) Formato:

Nano-objetos (fabricados) de composicdo idéntica podem ter uma variedade de
formatos (tais como esferas, fibras, pratos), que podem inclusive diferir quanto as suas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas devido a conectividade das ligagdes moleculares. E
esperado que o formato dos nano-objetos, agregados e aglomerados tenha efeitos sobre a
cinética de deposicdo e absor¢do no organismo (ISO, 2012), bem como impacto sobre a
estabilidade, transporte, adsorcdo de superficie e captura por sistemas bioldgicos (SINGH et
al., 2019).

d) Area de Superficie/Area de Superficie Massa-Especifica/Superficie de Area
Volume-Especifico:

A area de superficie especifica refere-se a superficie exposta de um material, sendo essa
caracterizada pela proporcédo entre a area de superficie e a massa do material estudado. Uma
vez que as interagBes entre nanomateriais e componentes bioldgicos ocorrem na superficie do
nanomaterial (tais como adsorcdo de proteinas séricas ou de outros elementos bioldgicos), a
determinacdo da area de superficie especifica torna-se vital ao estudo de potenciais efeitos
adversos (AFSSAPS, 2011) e, por conseguinte, a avaliacdo de risco ja que ela pode ditar a carga
de superficie, por exemplo, 0 que pode ter consequéncias diretas sobre o perfil de interacdo do
nanomaterial, rotas de exposi¢do em funcdo da interface ligante-bioldgica de superficie, bem
como mecanismos de toxicidade.

Trata-se, portanto, de um parametro particularmente Gtil, ndo apenas para descri¢édo de
nanoparticulas com forte tendéncia a agregacdo e aglomeracdo no frequente cenario de
polidispersdo dos nanomateriais (constituidos, em geral, por uma ampla varia¢do de tamanhos),
mas também para caracterizagdo de superficies porosas e para distin¢do entre superficies interna
e externa (AFSSAPS, 2011; BOVERHOF et al., 2015; EUROPEAN COMMISSION, 2011).
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e) Composi¢do Quimica:

De modo geral, o termo “composi¢do” refere-se a todos 0s parametros relevantes usados
para descrever a composi¢do de um material, tais como sua composi¢cdo quimica, estrutura
cristalogréfica, estado cristalino, conformacao/configuracdo molecular (AFSSAPS, 2011).

Quanto ao parametro composic¢ao quimica, nanomateriais podem ser classificados como
particulas organicas, inorganicas, cristalinas ou amorfas (LUTHER, 2004).

A caracterizagdo da composi¢do quimica deve incluir tanto substancias/componentes
esperados quanto indesejados, tais como as impurezas — adsorvidas a extensa area de superficie
do nanomaterial, e advindas de processos de preparacdo, producdo, esterilizacdo e
armazenamento do material, ja que essas podem além de comprometer, também confundir a
analise dos resultados (AFSSAPS, 2011).

Ademais, deve-se também considerar na avaliacdo do atributo composicao, a presenca
de contaminantes bioldgicos (tais como as endotoxinas) e quimicos — ja que ambos podem atuar
como confundidores toxicoldgicos ao deflagrar efeitos adversos ndo necessariamente
relacionados ao nanomaterial (AFSSAPS, 2011).

f) Pureza:

Anteriormente a condugdo de qualquer teste toxicoldgico, é importante compreender o
material a ser testado, no que tange ndo apenas as suas caracteristicas fisico-quimicas, mas a
sua pureza, ja que a presenca de impurezas pode ser a causa primaria de eventos adversos (1SO,
2012), pela geracéo de instabilidade e mudancgas no material ao longo do tempo (SINGH et al.,
2019).

Pode-se dizer que um material é puro, quando suas propriedades fisico-quimicas
coincidem com aquelas previamente estabelecidas e registradas em especificacOes, literatura e
outras fontes definidas. Se tecnicamente vidvel, impurezas relevantes devem ser quimicamente
identificadas e ter sua concentracdo maxima permitida incluida nas especificacGes do material
(1SO, 2012).

g) Quimica de Superficie:

Inclui qualquer modificagdo quimica ou bioquimica que altere a reatividade da
superficie ou adicione uma nova funcionalidade ao material (SCENIHR, 2015). Ela depende
em particular das moléculas presentes na superficie do nanomaterial. Por isso, sua descri¢do
deve incluir pelo menos detalhes da composi¢do quimica, e no caso de recobrimentos — sua

espessura, homogeneidade, solidez de ancoragem com o nucleo (AFSSAPS, 2011), haja vista
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seu impacto sobre a superficie, estabilidade e funcionalidade do nanomaterial (SINGH et al.,
2019).

Nano-objetos sdo frequentemente recobertos com o intuito de minimizar a ocorréncia
de aglomeracdo e/ou de outros eventos fisioldgicos, como a adsorgdo proteica, conhecida como
“efeito corona” (ISO, 2012), e assim preservar a viabilidade e/ou funcionalidade do
nanomaterial — o que se da por alteracdo intencional e planejada de sua quimica de superficie,
em geral, direcionada pela aplicacdo pretendida. Isso porque, a quimica de superficie regula o
mecanismo de contato celular, grau de internalizagdo do nanomaterial e a citotoxicidade
resultante (HUSSAIN et al., 2015). Por isso, a superficie de nanomateriais utilizados em
dispositivos médicos €, com frequéncia, modificada ou funcionalizada para melhorar sua
biocompatibilidade.

Um indicador de quimica de superficie € a relativa hidrofilicidade ou hidrofobicidade
de um nano-objeto, agregado ou aglomerado, por controlar o nivel de interacdo da superficie
com a agua. Tem-se que, em geral, nanomateriais de aplicacdo bioldgica séo hidrofilicos (1SO,
2012).

Quanto a caracterizagdo da quimica de superficie, ha expressa manifestacdo quanto a
sua realizacdo, preferencialmente, em separado da avaliacdo de composi¢ao quimica, conforme
disposto pela ISO/TR 13014 (2012) — o que € particularmente desafiador, considerando-se que
as moléculas de superficie podem sofrer trocas e rearranjos dinamicos, como por exemplo, com

as moléculas presentes no meio de suspensao.

h) Carga de Superficie:

Trata-se de parametro Gtil ao fornecimento de informacdes relacionadas as propriedades
de dispersdo do nanomaterial no meio e a sua capacidade de adsorcdo de ions e particulas
bioldgicas circundantes (AFSSAPS, 2011), além de se constituir como critério chave a
determinacdo de como as nanoparticulas interagem com subsistemas bioldgicos, inclusive no
que tange ao seu potencial de captura (SINGH et al., 2019) . Pode-se dizer que a carga de
superficie exerce importante influéncia sobre a toxicocinética dos nanomateriais, que pelas
interacbes desencadeadas pode sofrer alteracbes ao longo do tempo e a depender das
caracteristicas do ambiente.

O potencial zeta é uma abreviacdo de potencial eletrocinético em sistemas coloidais, ou
seja, é a diferenca de potencial entre 0 meio de dispersdo e a camada estacionaria do fluido

ligado a particula dispersa (ISO, 2012) — sendo, por isso, utilizado para caracterizar
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indiretamente a carga de superficie. Em geral, o potencial zeta de um nanomaterial depende da
quimica de superficie, da espécie adsorvida, do pH e da composicéo idnica do meio estudado.

Por ser um parametro que pode estar relacionado a estabilidade de dispers@es coloidais,
ele indica o grau de repulsdo entre particulas adjacentes e carregadas similarmente. Para
moléculas ou particulas suficientemente pequenas, um alto potencial zeta (positivo ou negativo)
confere estabilidade de dispersdo (resisténcia da dispersdo em se aglomerar). Por outro lado,
quando o potencial zeta é pequeno (positivo ou negativo), a atracdo excede a repulsao,
resultando em quebra e floculacéo da dispersao pelas interacdes de Van der Waals (I1SO, 2012).

A presenca de carga eletrostatica nas nanoparticulas pode influenciar a formacéo de
aglomerados, afetando se e como serdo formados (1SO, 2012).

Quando se avaliam os riscos biologicos de um nanomaterial, 0 potencial zeta € um bom
indicador da sua atividade bioldgica. Um potencial zeta alto (em valores absolutos) indica
melhor dispersdo em solugdo, melhor estabilidade e portanto, menor probabilidade de

agregacao e aglomeracao e, potencialmente, menor toxicidade (AFSSAPS, 2011).

i) Solubilidade:

Trata-se de parametro essencial a avaliacdo de riscos bioldgicos de qualquer material,
sendo a baixa solubilidade apontada como preocupacéo prioritaria no contexto de risco humano
e ambiental (SCENIHR, 2009).

A solubilidade, tipicamente, depende e aumenta com a temperatura, podendo inclusive
ser influenciada pela pressao e pelo pH (ISO, 2012). Fatores como a composi¢do do meio, a
forca ibnica e a presenca de ligantes (tais como proteinas, lipideos ou elementos formados no
sangue) também afetam a dissolucdo, podendo os Gltimos se ligarem ao nanomaterial e alterar
sua cinetica de eliminacdo (RAUSCHER et al., 2012). Outras condi¢des de impacto sobre a
solubilidade, elencadas por BORM et al. (2006) e RAUSCHER et al. (2012) incluem arquitetura
de superficie, recobrimentos e estado de aglomeragéo.

Por isso, tanto a solubilidade como a dissolugdo sdo importantes caracteristicas a serem
consideradas na avaliacdo de nanomateriais. Condi¢fes como a formacao de precipitados em
solidos e a separacdo em fases entre liquidos e liquido/sélido sdo fendbmenos que evidenciam a
falta de solubilidade (I1SO, 2012).

Outro aspecto importante a se considerar no contexto da solubilidade, é a dificil
distingéo, por vezes, entre os estados de dispersao e dissolu¢do de muitos nano-objetos devido
ao seu tamanho (1SO, 2012).
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Quando se considera a solubilidade para fins regulatorios, a cinética de dissolucao sera
mais importante que a solubilidade total em equilibrio, ja que a taxa de solubilidade determinara
a quantidade e a forma da substancia disponivel para uma possivel atividade bioldgica
(BOVERHOF et al., 2015).

Ademais, sob o ponto de vista toxicoldgico, apresentar solubilidade em meios aquoso
e/ou oleoso é uma caracteristica importante, ja que a distribuicdo biologica do material se

correlaciona a sua maior ou menor solubilidade nesses meios (ISO, 2012).

) Dispersabilidade:

O estado de dispersdo é um estado dinamico que deve ser investigado em diferentes
momentos pelo registro de medidas de distribuicdo de tamanho, comparando-se o estado “ideal”
inicial de dispersdo, com o intuito de se estabelecer, de forma qualitativa, o nivel de agregacao
e aglomeracdo (AFSSAPS, 2011). Conforme asseverado por Dhawan; Sharma; Parmar (2009),
a aglomeracdo afeta a natureza basica das nanoparticulas pelo aumento de seu tamanho e
diminuicdo de sua area de superficie — podendo assim influenciar os resultados de toxicidade
do material.

A dispersdo de particulas pode se tornar um fator relevante, se durante estudo de
toxicidade, respostas imunoldgicas e inflamatdrias a nano-objetos forem tamanho-dependentes
(1SO, 2012).

Ademais, aglomeracéo e reaglomeracdo de um material podem mascarar a penetracéo
de particulas na membrana celular ou inibir a habilidade de um macr6fago de completar a
fagocitose. Contudo, a influéncia da dispersabilidade em resultados de toxicidade ainda néo é
completamente entendida (1SO, 2012).

Finda essa breve explanagdo sobre algumas das principais caracteristicas fisico-
quimicas passiveis de avaliacdo, cumpre considerar a existéncia de diversas metodologias
analiticas para avaliacdo dos diferentes pardmetros fisico-quimicos mencionados que, em geral,
ndo devem ser utilizadas isoladamente, mas de modo complementar, haja vista limitagcoes
inerentes a cada metodologia, e sua eventual inaplicabilidade a determinadas apresentacdes de
nanomateriais. Por isso, os métodos selecionados devem ser justificados com base no tipo e
forma do nanomaterial, bem como no uso pretendido do dispositivo médico (ISO, 2017).

Nas normas ISO/TR 13014 (2012) e ISO/TR 10993-22 (2017a) s&o listadas algumas das
metodologias aplicaveis a mensuracdo das caracteristicas fisico-quimicas apresentadas,

conforme listado. Informagdes que, inclusive, vao ao encontro do disposto por Hussain et al



88

(2015) ao asseverarem que equipamentos de microscopia, espectroscopia, espectrometria e

dispositivos de espalhamento de luz seriam essenciais a caracterizacdo eficaz de nanomateriais.

Quadro 6 - Relacéo de Metodologias Analiticas aplicaveis & mensuragdo das principais caracteristicas fisico-
quimicas, segundo as normas ISO/TR 13014 (2012) e ISO/TR 10993-22 (2017a)

Caracteristicas fisico-quimicas

Tamanho de Particula e Distribuicao de
Tamanho de Particulas

Estado de Agregacédo/Aglomeracéo

Morfologia (forma fisica e estrutura
cristalina)

Area de Superficie

Composigdo Quimica e Pureza

Quimica de Superficie

Carga de Superficie

Metodologias aplicaveis

Espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light Scattering —
DLS);

Cromatografia por exclusdo de tamanho;

Microscopia eletrénica de varredura (MEV);

Microscopia eletronica de transmissao (MET);

Microscopia de sonda de varredura (MSV);

Espectroscopia de Raman;

Microscopia Confocal;

Difracdo por raio-X;

Espalhamento  dependente de &ngulo em diferentes
comprimentos de onda;

Espalhamento de raios-x de pequeno angulo;

Disperséo de luz estatica;

Difracdo de laser;

Microscopia eletrénica de transmissédo (MET);

Microscopia eletronica de varredura (MEV);
Microscopia eletronica de transmissao (TEM);
Microscopia de Forga Atdmica (MFA);
Microscopia de sonda de varredura;

Teécnicas de Escaneamento;

Métodos baseados em isotermas de adsor¢do de gas ou liquido
[Brunauer-Emmett-Teller (BET) Theory];
Incandescéncia induzida por laser;

Fluorescéncia de raio-X;

Espectroscopia fotoeletrdnica de raio X;

Difracéo por raios X de Fourier;

Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier
(Fourier-Transform  Infrared  Spectroscopy -  FTIR),
Espectroscopia Raman e outras espectroscopias de moleculares;
Anaélise de pureza Termogravimétrica;

Microscopia eletronica de varredura (MEV);

Ressonancia Nuclear Magnética;

Espectroscopia de elétrons Auger;
Espectroscopia fotoeletrdnica de raio-X;
Espectroscopia de ions de baixa energia;

Raman e outras espectroscopias moleculares;
Tomografia de sonda atdbmica 3D;
Espectrometria de raios-X dispersiva de energia;

Ponto isoelétrico;
Espalhamento eletroforético de luz;
Eletroforese;
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Solubilidade/Dispersabilidade Néo existem métodos especificos para avaliagdo da solubilidade
de nano-objetos. Contudo, pode-se reportar a dialise de
equilibrio, espectroscopia de emissdo de massa por plasma
indutivamente acoplado (Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry — ICP-MS) ou espectroscopia de emissdo Gptica de
plasma indutivamente acoplado (Inductively Coupled Plasma -
Atomic Emission Spectrometry — ICP-OES) como possiveis
métodos de mensuragéo.

Filtracdo de fluxo tangencial para separacdo de nanomateriais
seguida por deteccdo apropriada.

Métodos para avaliar dispersabilidade de nano-objetos séo
baseados no tamanho de particula/distribuicdo de tamanho e
estados de agregacao/aglomeracéo.

Nanoestruturas de Superficie Interferometria;
Reflectometria;
Microscopia de sonda de varredura (MSV);
Microscopia de forca atbmica (MFA);
Microscopia de varredura por tunelamento (MVT);

Fonte: Adaptado de 1SO (2012) e ISO (2017a).

Considerando-se que algumas metodologias sdo “multipropdsito”, ou seja, se aplicam a
investigacdo de mais de uma caracteristica fisico-quimica, constata-se que a combinacdo de
varios métodos pode, além de viabilizar a mensuracdo de um mesmo parametro sob
perspectivas distintas, permitir a avaliacdo simultnea de caracteristicas diferentes, o que pode
significar a racionalizagéo de tempo e recursos.

Por outro lado, as limitacGes técnicas inerentes as metodologias de teste atualmente
disponiveis, sdo uma realidade que tem comprometido o avan¢o no conhecimento relacionado
ao potencial toxico e aos mecanismos de toxicidade desencadeados por nanomateriais —
condicdo que tem gerado preocupacdes quanto a confiabilidade dos métodos de mensuracéo e
categorizacao desses nanomateriais (LAl et al., 2017).

Independentemente do equipamento utilizado, a mensuracdo por ele fornecida deve ser
valida e estabelecida por meio de verificagdes e amostragens significativas, sendo a escolha dos
materiais de referéncia também crucial nesse contexto (AFSSAPS, 2011).

Outrossim, peculiaridades relacionadas a natureza dos nanomateriais e ao seu proprio
processo de caracterizacdo também sdo apontadas pela norma ISO/TR 13014 (2012) como
pontos relevantes a serem considerados no contexto de execucao e analise de resultados desse
tipo de avaliacéo, frente ao seu potencial impacto sobre a adequada interpretagéo dos achados
auferidos, séo elas:

- Confundidores relacionados a erros de interpretacdo do que poderia ser considerado
uma mensuracao acurada, resultantes a artefatos de um sistema teste, ferramentas ou impurezas
(1SO, 2012).
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- Variabilidade lote a lote de nanomateriais comercialmente disponiveis, resultante a
complexidade composicional de nano-objetos e a inobservancia dos preceitos de boas praticas
de fabricacdo, conjuncdo que pode causar diferencgas significativas entre os resultados de
experimentos in vitro e in vivo conduzidos a partir de lotes diferentes de um mesmo material
(1SO, 2012). Isso porque, variagfes sutis no tamanho, forma, &rea e quimica de superficie,
recobrimento, sintese ou formulacdo de um material em nanoescala podem, substancialmente,
afetar sua seguranca, atividade e toxicidade ( 1SO, 2012; SOARES et al., 2018), por
influenciarem processos de captura e atividade a nivel celular (PARK et al., 2009).

Por oportuno, cumpre ressaltar que além do processo de caracterizacdo fisico-quimico
do nanomaterial objeto de interesse, deve-se proceder a sua caracterizacdo bioldgica para
avaliacdo inicial de eventuais repercussdes toxicoldgicas advindas as suas propriedades fisico-
quimicas. Na norma ISO/TR 16197 (2014a) encontram-se relacionados os principais métodos
de triagem toxicoldgica aplicaveis a nanomateriais manufaturados — sendo o0s testes
citotoxicidade, genotoxicidade e estresse oxidativo os métodos mais comumente utilizados para
avaliacdo de viabilidade e mecanismos de toxicidade deflagrados por nanomateriais, segundo
Linetal. (2012) e Park et al. (2009). Para defini¢cdo dos métodos a serem empregados, aspectos
como natureza, principais propriedades fisico-quimicas, finalidade, forma de apresentacdo do
nanomaterial no produto e rota prevista de exposi¢cdo devem ser considerados. O consolidado
dessas informacGes fornecera subsidios Uteis ao planejamento da avaliagdo de seguranca
bioldgica de materiais de uso em satide que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais.

Por todo o exposto até aqui, pode-se dizer que o processo de caracterizagdo fisico-
quimica de nanomateriais € complexo e carece de sistematizacdo. Isso porque, ainda hoje,
questdes relacionadas a necessidade de padronizacdo e harmonizacao de protocolos (incluindo-
se 0s de preparo de amostra e dispersdo para obtencdo de suspensdes estaveis), ao
estabelecimento de materiais de referéncia, ao uso de doses irrealisticamente altas para estudos
in vitro e in vivo, a insuficiéncia e limitacdo das metodologias disponiveis para determinagao
de todas as caracteristicas requeridas e a necessidade de associar diferentes técnicas para
avaliacdo de uma Unica caracteristica, bem como a necessidade de desenvolvimento de méetodos
analiticos para caracterizacdo de nanomateriais em matrizes bioldgicas — permanecem
desafiadoras (BOUWMEESTER et al., 2011; DHAWAN; SHARMA; PARMAR, 2009;
DUSINSKA et al., 2015; FADEEL et al., 2015; LOURO; BORGES; SILVA, 2013; RIVERA
GIL et al., 2010). Fato que, inclusive, tem contribuido para producéo de resultados conflitantes

entre laboratorios a respeito de possiveis efeitos adversos a satde deflagrados por nanomateriais



91

especificos (CAIl et al., 2020) — reforgando assim a relevancia da utilizacdo de métodos
normatizados e validados por laboratorios reconhecidamente competentes na sua execucao.

Outro aspecto critico, com frequéncia pontuado, refere-se a dosimetria no contexto das
caracterizagdes fisico-quimicas e de avaliacdo toxicoldgica de nanomateriais engenheirados,
frente ao seu impacto e implicagfes nas investigacOes de nanobiointeragfes (SINGH et al.,
2019). Isso porque, uma metodologia sistematizada para dosimetria in vitro requer preparo e
caracterizacdo cuidadosos dos nanomateriais, que suspensos em meio fisiologico complexo
podem flocular, aglomerar, dissolver e interagir com os componentes do meio, de modo
amplamente dependente do protocolo de preparacdo de dispersdo, das caracteristicas da
nanoparticula (inclusive guanto a sua solubilidade) e das propriedades do meio (COHEN;
DELOID; DEMOKRITOU, 2015; DUSINSKA et al., 2015). Ademais, discussdo ainda nao
encerrada sobre esse tdpico, refere-se a adequabilidade da métrica de dose (se massa, nimero
de nanoparticulas, area de superficie) a ser adotada, e sua importancia no design e interpretacdo
de estudos de nanobiointeracdo in vitro, enquanto estratégia para aumento de sua acuracia e
reprodutibilidade, bem como de sua comparabilidade a resultados mensurados in vivo
(COHEN; DELOID; DEMOKRITOU, 2015; RIVERA GIL et al., 2010).

Nesse cenario, variagdes terminologicas também assumem papel relevante, conforme
ponderado por Fadeel et al. (2015), ja que pela falta de padronizagdo das métricas, definigdes
diversas acabam sendo empregadas (tais como dose nominal, intracelular, associada a célula,
depositada), a depender da relacéo resposta/dose-efeito a ser caracterizada — o que pode levar a
interpretacOes errbneas, frente a possiveis discrepancias entre a dose administrada e aquela
realmente entregue.

Conforme evidenciado, muito ha que se avancar em termos metodolégicos para
definicdo e harmonizacdo de protocolos cientificamente embasados, bem como de adequagéo
e/ou de desenvolvimento de metodologias suficientemente validadas que sejam, de fato,
aplicaveis a caracterizages fisico-quimicas mais assertivas, representativas e reprodutiveis dos
de materiais em nanoescala avaliados. Contudo, esse é um processo lento e oneroso, dependente
de uma ciéncia, cujo conhecimento ainda se encontra em construcdo, bem como de iniciativas
cientificas colaborativas e projetos de financiamento para sua consecucao.

E nesse ambiente que a proposicao de uma base de dados universal que congregue dados
de caracterizagdo e toxicidade de nanomateriais, a partir de modelos preditivos inteligentes,
baseados em ferramentas de bioinformatica para o estabelecimento de correlagdo entre as

propriedades fisico-quimicas de nanoparticulas e seus efeitos bioldgicos, a partir de simulagdes
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quantitativas da relagio estrutura-atividade, como o método QSAR?®, bem como a adogéo de
modelos de células 3D como método alternativo a experimentacdo animal — enquanto
estratégias de testes futuros, com repercussdes diretas para o design da proxima geracdo de
nanomateriais engenheirados, com melhor perfil de seguranca e confiabilidade — tem ganhado
relevancia como meio de viabilizar uma melhor compreensdo das interagdes nanobioldgicas e
suas repercussdes (DUSINSKA et al., 2015; JIA et al., 2020; MAQOJO et al., 2012; OVAIS et
al., 2020; XIARCHOS et al., 2020) — haja vista o entendimento ja estabelecido de que
caracterizar as interacfes nano-celulares constitui etapa critica no desenvolvimento de uma
compreensdo fundamental da nanotoxicologia (HUSSAIN et al., 2015).

Para tanto, engajamento em esforcos cooperativos de pesquisa em termos de
harmonizacdo e padronizacdo de métodos de caracterizacdo, bem como de colaboracao entre
laboratdrios de especialidades distintas (DHAWAN; SHARMA; PARMAR, 2009) para resgate
da integridade em pesquisa, confiabilidade e reprodutibilidade de resultados deve ser
encorajado, inclusive, para que a aceitacdo técnica e regulatéria do conhecimento gerado seja
viabilizada a nivel global (XIARCHOS et al., 2020),

4.2.3 Avaliacdo de Seguranca Bioldgica

Chen, Leong, Lynch (2020b) destacam a nanosseguranga como campo complexo, frente
a natureza dindmica dos nanomateriais e sua suscetibilidade as condi¢cBes ambientais e a
disponibilidade de biomoléculas; além de relevante ao contexto regulatério, e fundamental ao
desenvolvimento e aplicacdo de nanomateriais mais seguros, assim como ao avango de
abordagens analiticas.

Sob seu escopo incluem-se aspectos relacionados desde o design/sintese mais segura de
nanomateriais até a caracterizacdo de seu comportamento e biotransformacdo em um espectro
de biofluidos relevantes a exposi¢éo, elucidacdo de mecanismos de captura e seu impacto sobre
0 sistema bioldgico — idealmente sob condi¢des de dosagem, dispersdo e exposicéo realistas
(CHEN; LEONG; LYNCH, 2020a; HIGASHISAKA et al., 2017; SHVEDOVA; KAGAN;
FADEEL, 2010).

16 QSAR: Quantitative structure-activity relationship. Modelo quantitativo baseado em relagdes
estrutura-atividade que relacionam as propriedades do material investigado com as atividades biolégicas
deflagradas.
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Assim, com o crescente uso de nanomateriais em areas relacionadas & Nanomedicina,
sua seguranca, biocompatibilidade e toxicidade tornaram-se objetos de interesse e investigacdo
no ambito da Nanotoxicologia, enquanto campo interdisciplinar responsavel por lidar com a
complexidade toxicoldgica dos nanomateriais (ADABI et al., 2016), fortemente influenciada
por suas propriedades fisico-quimicas e morfoldgicas Unicas, que combinadas as caracteristicas
do meio bioldgico de exposicéo, a via de exposicdo e dose administrada, tempo de contato ou
circulacdo (WU; TANG, 2018) ditardo o grau de interacdo e suas potenciais repercussoes
adversas ao organismo. No que tange as propriedades mencionadas, Shvedova et al. (2010)
destacam como parametros relevantes aos desfechos toxicoldgicos: tamanho, dose, area de
superficie, estrutura cristalina, recobrimento de superficie, além de aspectos como proteina
corona (e sua influéncia na biodistribuicdo do nanomaterial) e degradabilidade (ja que
nanomateriais ndo degradaveis podem se acumular em 6rgdos ou intracelularmente causando
efeitos deletérios, enquanto os biodegradaveis podem gerar respostas imprevisiveis resultantes
aos seus produtos de degradacdo). Complementarmente, Zielinska et al. (2020) acrescentam
variacdes de formato/morfologia e presenca de impurezas como parametros que interferem na
estabilidade do nanomaterial, e por conseguinte na sua dindmica de biointeracéo.

Nesse sentido, avaliacdo pré-clinica baseada em um programa de testes de
biocompatibilidade, constituido por testes in vivo complementados por testes in vitro para
comprovacao de seguranca dos nanomateriais, tem sido a abordagem adotada para avaliacdo de
seguranca biologica desses materiais (SOARES et al., 2018). Modelo este inclusive semelhante,
aquele ja adotado para dispositivos médicos de forma geral, incluindo-se aqueles que
contenham nanomateriais, que além de seguirem as disposi¢fes constantes na norma 1SO
10993-1 (2018a), que propde uma abordagem sistematica e estruturada para avaliacao biologica
de dispositivos meédicos, também acolhem as diretrizes apresentadas pela norma ISO/TR
10993-22 (2017a), especificamente dedicada a materiais em nanoescala incorporados a
dispositivos médicos.

Considerando-se que, em geral, 0 universo de materiais empregados na manufatura de
dispositivos médicos é conhecido, testes podem nao ser necessarios, sendo possivel construir,
por meio da revisdo de dados pré-clinicos e clinicos relevantes e disponiveis, um plano de
avaliacdo bioldgica baseado em literatura cientifica que seja capaz de evidenciar o histérico de
seguranga de determinada forma fisica, aplicada a uma finalidade especifica de uso —
estabelecendo a partir desses dados, relacdo de equivaléncia entre os achados de seguranca

resultantes a revisao de literatura e o dispositivo médico objeto de interesse.
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No entanto, para materiais cuja biocompatibilidade ndo esteja bem estabelecida ou ainda
ndo seja plenamente conhecida, plano de avaliacdo de seguranca biologica baseado na
realizacdo de testes torna-se necessario, para que a lacuna de conhecimento sobre sua seguranca
bioldgica possa ser suprimida ou minimizada — realidade que pode ser aplicavel a Materiais de
Uso em Saulde que incorporem nanomateriais, principalmente, se apresentados sob a forma livre
e em produtos invasivos, frente a sua possibilidade de liberacdo e nanobiointeracdo, e por
conseguinte, alto potencial de exposicdo interna (SCENIHR, 2015). Entendimento também
aplicavel a Materiais de Uso em Saude que incorporem nanomateriais a matrizes degradaveis
ou que apresentem potencial para geracgéo e liberagcdo de nano-objetos incidentais, ou mesmo a
produtos constituidos por nanoestruturas que, por suas caracteristicas possam interagir e
deflagrar respostas teciduais localizadas. Nanomateriais sob formas fixas ou incorporadas a
matrizes ndo degradaveis também devem ter seu potencial de exposicao/interacdo com 0 meio
avaliado, para que eventuais perigos relacionados possam ser identificados e, seus respectivos
riscos, estimados.

Essa avaliacdo abarca os testes de biocompatibilidade previstos pela norma 1SO 10993-
1 (2018a), descritos quanto as suas nano-especificidades na norma ISO 10993-22 (2017a). De
modo geral, eles sdo delineados a partir de alguns critérios relacionados ao nivel de
invasividade, anatomia alcancada e tempo de contato do produto com o corpo humano, além de
também levar em consideracdo suas caracteristicas constitutivas, finalidade a que se destina sua
aplicacdo, bem como possiveis consequéncias resultantes a falhas do dispositivo e/ou a prépria
tecnologia a ele aplicada ou envolvida durante o seu desenvolvimento (ABDI, 2011).

Nesses termos, para estabelecer os testes de avaliacdo de seguranca bioldgica de
materiais de uso em salde que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, € necessario
classifica-lo quanto ao nivel de invasividade e a duracdo de seu contato no organismo, nos

termos do disposto pela norma ISO 10993-1 (2018a), sumariamente, a seguir descrita:

a) Nivel de Invasividade

= Nao invasivos:

- Dispositivos Médicos sem contato: representados por materiais de uso em saude que
ndo entrem em contato com o organismo (ex. tubos de coleta de sangue);

- Dispositivos médicos em contato com superficies: representados por materiais de uso
em salde que entrem em contato com pele e membranas mucosas integras (por exemplo,

bandagens de compressdo e lentes de contato, respectivamente) ou superficies comprometidas
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ou lesadas por feridas que requeiram o uso de curativos tipo cobertura ou dispositivos de suporte

a cicatrizacao.

= |nvasivos:

- Dispositivos Médicos de comunicacdo externa: representados por materiais de uso em
salde que entrem em contato direto ou indireto com a circulagdo sanguinea, tal como ocorre
com o0s cateteres intravasculares e conjuntos/extensdes para administracdo de solucdes,
respectivamente; ou que estabelecam contato com tecidos/ossos/dentina (como grampos de
fixacdo, materiais de preenchimento dentério);

- Dispositivos Médicos Implantéaveis: representados por materiais de uso em salde
projetados para ser total ou parcialmente introduzidos no corpo humano (a nivel de 0ssos,
tecidos ou circulacdo sanguinea) por meio de intervencdo cirdrgica, e que se destinem a

permanecer no local apds a intervencao por mais de 30 dias (BRASIL, 2011).

b) Duracéo de contato

= Exposicdo limitada: quando o contato cumulativo do material de uso em salde

perdura por até 24h;
= Exposicdo prolongada: quando o contato cumulativo do material de uso em

saude ultrapassa 24 horas, mas nao excede 30 dias;

» Exposicdo de longo-prazo: quando o contato cumulativo do material de uso em

salde excede os 30 dias.

Definidas as classifica¢es do dispositivo com base no seu nivel de invasividade e tempo
de contato no organismo, torna-se possivel avaliar, sob uma perspectiva de risco, a
aplicabilidade de cada um dos testes de biocompatibilidade referenciados na norma 1ISO 10993-
1 (2018a), conforme o caso concreto objeto de andlise.

Para tanto, com vistas a implementacdo de uma estratégia de teste que subsidie, com
satisfatoriedade, o processo de gerenciamento de riscos bioldgicos relacionados a materiais de
uso em saude gue contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, algumas consideracoes
fazem-se oportunas:

= a escolha dos testes de biocompatibilidade deve ser balizada pelas condi¢des de
exposicado ou contato do dispositivo médico com o organismo humano sob condic¢bes
normais de uso, sem que a natureza fisica e quimica do dispositivo médico final seja
desconsiderada (ISO, 2018a);
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os testes devem ser realizados no dispositivo médico acabado ou a partir de amostras
representativas desse dispositivo (que podem ser constituidas por materiais submetidos
ao mesmo processamento requerido para obtencdo do produto final, incluindo-se o
processo de esterilizagdo, caso aplicavel);

dispositivos médicos que sofram mudancas durante o seu ciclo de vida, tais como
aqueles submetidos a processo de degradacdo/bioabsorcdo in situ, devem ter sua
avaliacdo biologica considerada em todos os diferentes estados assumidos pelo
dispositivo (ISO, 2018a);

para avaliacdo de caracteristicas topogréficas, morfoldgicas e fisico-quimicas de
dispositivos médicos, tem-se como referéncia a norma técnica ISO 10993-19 (2020a),
complementada pela norma ISO 10993-18 (2020b), dedicada especificamente a
caracterizagdo quimica dos materiais que constituem os dispositivos médicos;

toda avaliacdo de seguranca bioldgica que envolva dispositivos médicos constituidos
por nanomateriais deve considerar as propriedades fisico-quimicas destes. Nesse
sentido, o uso das normas técnicas ISO/TR 13014 (2012) e ISO/TR 10993-22 (2017a)
como referéncias, mostra-se imperativo a identificacdo das propriedades fisico-
quimicas aplicaveis ao nanomaterial objeto de interesse, e a determinacdo dos testes
biolégicos aplicaveis ao caso concreto (dispositivo + nanomaterial empregado),
enguanto subsidio ao processo de gerenciamento de riscos biologicos desse produto;
para dispositivos medicos que contenham nanomateriais em sua constituicdo, especial
atencdo deve ser dada a natureza e caracterizacdo do nanomaterial empregado, assim
como a sua forma de apresentacdo no produto final (livre, encapsulado/incorporado,
fixo sob a forma de recobrimento) para proposicao e execucdo de um plano de testes
que abarque desfechos importantes e relacionados a eventuais riscos conhecidos ou
estimados para o produto objeto de interesse. Assim, além dos testes previstos na norma
ISO 10993-1 (2018a), outros testes especificos para avaliagdo dos nanomateriais
empregados em dispositivos médicos podem ser necessarios, considerando-se sua
potencial liberagcdo/desprendimento do dispositivo médico e duracdo de exposicao;
sempre que possivel, os nanomateriais presentes em dispositivos médicos devem ser
testados em uma forma representativa do seu estado “pronto para uso”, de modo que
sua exposicdo mimetize as condicdes de uso e o nivel de contato esperados no
organismo. Logo, os testes de biocompatibilidade requeridos, incluindo-se os estudos
de toxicocineética (previstos pela norma ISO 10993-16 (2017b), complementada no

contexto de nanomateriais pela norma ISO/TR 22019 (2019b)) deverao ser realizados
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em nanomateriais obtidos a partir do produto acabado e/ou de amostras de componentes
representativos do produto acabado (SCENIHR, 2015);

= assim como definido para outras substancias e materiais, a seguranca bioldgica dos
nanomateriais deve ser estabelecida e assegurada ao longo de todo o seu ciclo de vida
no produto, considerando-se 0s cenarios de exposi¢cdo previstos para o dispositivo que
0s contenha.

Com base nas informacdes ora apresentadas e com vistas a representacdo esquematica
do sistema de categorizagédo apresentado e sua correlagdo com os testes de biocompatibilidade
previstos na norma I1SO 10993-1 (2018a), elaborou-se o

Quadro 7 — Quadro-resumo em versdo adaptada aquela exibida na referida norma, no
qual todos os testes de biocompatibilidade aplicaveis, a depender da classificacao obtida quanto
ao nivel de invasividade, duracdo de contato e especificidades do caso concreto, foram
identificados.

Quadro 7 — Quadro-Resumo de Desfechos Biologicos passiveis de analise no contexto de Avaliagdo
Seguranca Biol6gica de Materiais de Uso em Saude que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais
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@ Testes previstos na norma ISO 10993-1 apliciveis a dispositivos médicos, de modo geral — passiveis ou ndo de condugio conforme caso concreto.

A Testes a considerar, especialmente, no contexto de dispositive médico que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, ou que gerem e liberem nano-objetos.

. Testes a considerar, conforme achados do estudo de toxicocinética.

Fonte: Adaptado de ISO (2018a).
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Por se tratarem de testes gerais e, portanto, ndo especificos a avaliacdo de materiais de

uso em saude que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, algumas observagdes

fazem-se oportunas:
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1. Caracterizacdo fisico-quimica, morfoldgica e/ou topografica

Apresenta-se como etapa critica e primordial ao delineamento do plano de avaliacédo de
seguranca biologica de qualquer dispositivo médico, mas principalmente, daqueles constituidos
por nanomateriais, ao viabilizar a identificacdo de eventuais perigos por meio da conducéo de
testes especificos, nem sempre considerados no contexto de analise de dispositivos médicos

convencionais.

2. Lixiviaveis

A avaliacgdo de risco de lixiviacdo de substancias quimicas presentes em dispositivos
médicos encontra-se disposta na norma ISO 10993-17 (2002). Nessa norma, a exposicao
estimada precisa ser comparada com as informacdes de toxicidade. A metodologia para

avaliacdo de limites aceitaveis para essas substancias também pode ser aplicada aos
nanomateriais (SCENIHR, 2015).

3. Citotoxicidade

E descrito como teste in vitro baseado em técnicas de cultura celular para determinacao
de toxicidade celular evidenciada por desfechos como morte, inibi¢cdo do crescimento celular,
formacéo de coldnias e outros efeitos celulares causados por materiais contidos em dispositivos
médicos ou em seus extratos (AFSSAPS, 2011) — que tem na norma 1SO 10993-5 (2009) suas
principais diretrizes.

Embora os métodos previstos na referida norma sejam validos para avaliacdo de
dispositivos constituidos por materiais convencionais, esses podem e tém sido aplicados
aqueles que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais (1SO, 2017a).

Atualmente, tem-se disponivel a norma ISO 19007 (2018b), voltada especificamente a
avaliacdo de citotoxicidade de nanomateriais a partir do ensaio MTS in vitro!” — que avalia a
viabilidade celular, e cujo escopo pode vir a complementar a abordagem de analise
implementada na éarea de dispositivos médicos de base nanotecnoldgica. Cumpre pontuar que
0 método descrito na referida norma constituir-se-ia como uma primeira etapa de mensuragao

dos efeitos provocados por nanoparticulas em sistemas celulares individuais, sendo ele baseado

17 MTS: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximeoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazolio.



100

em trés protocolos de estudo (identificados como IANH, NanoGo e EMPA-NIST®), conforme
disposto no texto da norma (1SO, 2018b).

Segundo disposicdo constante no documento AFSSAPS (2011) a citotoxicidade de
nanomateriais seria condicionada por dois fatores: a) pela capacidade de internalizagcdo do
nanomaterial pelas células (que convencionalmente ocorre por endocitose) e b) pela capacidade
do nanomaterial de desencadear citotoxicidade (por estresse oxidativo, apoptose, etc.).

Posto isso, mecanismos de citotoxicidade relacionados a captura e internalizacdo de
nano-objetos no interior das células seriam deflagrados por sua interagdo com os componentes
bioldgicos nelas contidos através de diferentes mecanismos de dano direto a membrana celular,
ao DNA, assim como relacionados a disfun¢do mitocondrial, a disfuncéo lisossomal, a ruptura
do citoesqueleto de actina, e provocados pela liberacdo de ions metalicos (SAIFI; KHAN;
GODUGU, 2018), com consequente comprometimento de suas funcdes, sendo sua localizagédo
determinada por suas propriedades fisico-quimicas, tamanho e dose (I1SO, 2017).

Outro mecanismo importante de toxicidade celular desencadeado por nanomateriais é o
estresse oxidativo (que ndo requer que 0 nano-objeto, necessariamente, penetre a célula)
(SAIFI; KHAN; GODUGU, 2018; SHVEDOVA; KAGAN; FADEEL, 2010) - resultante a
formacdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) e consequente ativacao de vias de
sinalizacdo sensiveis aos potenciais redox, condicdo que, em ultima anélise, culminaria na
producdo de citocinas e quimiocinas envolvidas em respostas pré-inflamatdrias (ISO, 2017a) —
gue num cenario de mensuracéo in vitro seriam utilizadas como marcadores para determinacgao
desse desfecho (PARK et al., 2009).

Cumpre pontuar que a citotoxicidade de nano-objetos pode ser seletiva a depender da
sensibilidade da célula ao agente toxico, da presenca de receptores especificos, ou dos
mecanismos de captura celular. Portanto, quando da avaliacdo de citotoxicidade do
nanomaterial empregado, especial atencdo deve ser dada a escolha do teste in vitro, bem como
a relevancia do modelo de cultura celular e aos parametros especificos do nano-objeto (I1SO,
2017a). Outros fatores aventados e que tém sido, inclusive, relacionados ao dissenso observado
nos resultados reportados na literatura, relacionam-se as variagfes nos métodos experimentais
(STONE; JOHNSTON; SCHINS, 2009), nas linhagens celulares selecionadas, bem como nos
préprios nanomateriais utilizados (AFSSAPS, 2011) - realidade que reforca a premente

18 JANH: The International Alliance for NanoEHS Harmonization (Alianca Internacional para
Harmonizacdo NanoESH) — instituida com o objetivo de desenvolver protocolos de teste que avaliassem com
precisdo a toxicidade e as interacdes bioldgicas de nanoparticulas em sistemas celulares, cujos resultados fossem
reprodutiveis em qualquer laboratério (1SO, 2018b).
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necessidade de adesdo a protocolos validados (ou as suas versdes modificadas, quando
aplicavel), bem como adoc¢éo de controles relevantes (STONE; JOHNSTON; SCHINS, 2009)
para obtencéo de resultados mais confiaveis e reprodutiveis.

Aspecto relevante a ser considerado sobre os efeitos citotoxicos, relaciona-se ao fato de
esses diferirem a depender do tamanho, forma, composi¢do quimica e propriedades de
superficie dos nanomateriais, podendo seus resultados também serem impactados pelo tempo
de exposicdo — 0 que requer interpretacdo cautelosa para esse tipo de teste, ja que quanto maior
a exposicdo, maior pode ser o efeito citotoxico desencadeado (AFSSAPS, 2011).

Outro elemento de destaque a ser ponderado na avaliacdo desse desfecho relaciona-se
as possiveis interferéncias causadas pelos nanomateriais nos testes de citotoxicidade in vitro,
especialmente aquelas causadas por agentes fluorescentes e colorimétricos usados nesse tipo de
avaliacdo, sendo nesses casos, necessario empregar diferentes metodologias para interpretacao
cientificamente valida (AFSSAPS, 2011). Corroboram essa perspectiva o disposto por Stone;
Johnston; Schins (2009), que apontam como melhor maneira de minimizar falhas de
interpretacdo, a combinacdo de pelo menos dois ensaios de citotoxicidade diferentes, que
avaliem desfechos diferentes e que, portanto, apresentem resultados sob Oticas diferentes.
Ademais, segundo Park et al. (2009) existe a possibilidade de os nanomateriais afetarem
desfechos citotoxicos distintos, assim como de haver incompatibilidade de certos ensaios com

0s nanomateriais ou tipos celulares utilizados.

4. Sensibilizacéo

Os testes de sensibilizacdo previstos na norma I1SO 10993-10 (2010a) podem ser
utilizados para estimar o potencial de sensibilizacdo por contato deflagrado por dispositivos
médicos, materiais e/ou seus extratos — ja que o contato ou a exposicao repetida, mesmo a
pequenas quantidades de potenciais lixividveis, podem resultar em sensibilizacdo e no
desencadeamento de reacdes alérgicas (1SO, 2018a).

No que tange a capacidade de nanomateriais desencadearem uma reacdo de
hipersensibilidade p6s-exposicao, essa depende primeiro e, principalmente, de sua habilidade
em atravessar barreiras como a pele, por exemplo, e interagir com proteinas. Ja que € a partir
do complexo nano-objeto/proteina, que o sistema imunoldgico reconhece o nano-objeto —
evento esse fundamental ao processo de sensibilizacdo (AFSSAPS, 2011).

Conforme disposto pela norma 1SO 10993-22, apesar de nano-objetos e nanomateriais

poderem resultar em sensibilizacdo, seu potencial para deflagrar esse tipo de reacdo é
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relativamente desconhecido. Quanto as nanoparticulas, a literatura disponivel atualmente
descreve, principalmente, sua falta de capacidade de sensibilizacdo (ISO, 2017a).

Por outro lado, alguns cientistas acreditam que, a toxicidade observada na presenca de
nanoparticulas seja resultante a sua solubilizagdo em meio bioldgico ou nas células, sendo os
fons derivados desse processo mais toxicos que as nanoparticulas das quais se originaram
(AFSSAPS, 2011).

Especificamente no que tange aos varios ensaios descritos na norma 1SO 10993-10
(2010a), tais como o teste de Buehler (BT), teste de maximizacdo em porquinhos-da-india
(GPMT), ensaio de linfonodo local (LLNA), teste de patch em humanos (HPT) e teste GPMT
modificado (com aplicacdo em superficie) — usados para avaliacdo de dispositivos médicos e
também de nanoparticulas, tem-se que os testes de sensibilizacdo BT, LLNA, HTP e GPMT
modificado podem néo ser efetivos para muitos dos nanomateriais, devido a funcédo de barreira
da pele. Logo, células-alvo e 6rgéos para sensibilizacdo, células dendriticas na pele e linfonodos
de drenagem poderiam n&o ser alcancados pelos nano-objetos (ISO, 2017a).

Em assim sendo, um resultado negativo ndo pode ser interpretado com base na suposta
auséncia de propriedades sensibilizantes dos nanomateriais analisados, ja que ele pode ser
consequéncia da incapacidade dos nano-objetos de penetrarem a superficie dérmica — o que
torna seu valor menos expressivo. Entretanto, mais pesquisas sdo necessarias para explorar essa
questdo, que se confirmada, poderd requerer o desenvolvimento de novos ensaios de
sensibilizacdo especificos para nanomateriais (1SO, 2017a). Portanto, com base no
conhecimento atual, ndo € possivel contar com o uso de um método de teste especifico para
andlise de sensibilizagdo cutanea provocada por nanomateriais (SCENIHR, 2015).

Nesse cenario, o teste GPMT €, atualmente, 0 mais relevante para detec¢do de possivel
atividade de sensibilizacdo resultante a exposi¢do a nanomateriais, por se basear em aplicacédo
intradérmica, embora a fase de inducdo intradérmica seja seguida por uma fase de inducao
topica e desafio topico em pele integra (SCENIHR, 2015).

Cumpre ressaltar que, os testes supramencionados identificam apenas o risco de
hipersensibilidade tardia. Para hipersensibilidade aguda mediada por imunoglobulina-E,

atualmente, ndo ha ensaios disponiveis (SCENIHR, 2015).

5. Irritacdo ou Reatividade Intracutanea
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Previstos pela norma 1SO 10993-23 (2021), os testes de irritacdo e de reatividade
intracutdnea destinados a avaliacdo de dispositivos médicos, sdo também aplicaveis a
nanomateriais (1SO, 2017a).

Os testes de irritacdo (dérmica ou mucosa) podem ser usados para estimar o potencial
de irritacdo de nanomateriais contidos em dispositivos médicos aplicados a estruturas como
pele, olhos e mucosas — integras ou lesadas. Contudo, em relacdo ao uso dos métodos de
irritacdo mucosa para avaliagdo de nano-objetos, pouca informacgéo encontra-se disponivel na
literatura (1SO, 2017a).

A respeito dessas abordagens, faz-se oportuno considerar que a maioria dos dados
publicados sugere que a pele intacta é uma boa barreira contra a penetracdo de nano-objetos e
que a penetracdo dérmica além das camadas epidérmicas ndo ocorreria. No entanto, no que
tange a foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e superficies dérmicas comprometidas devido
a ferimentos mecénicos, afec¢des dermatoldgicas (dermatite, psoriase), patoldgicas (infeccao,
inflamacdo) e foto dano (queimadura por exposicdo solar) — esses estariam mais suscetiveis a
captura de nanomateriais pela pele (ISO, 2017a), devendo a possibilidade de sua ocorréncia ser
considerada, estimada e avaliada quanto aos potenciais riscos relacionados a sua exposi¢éo
nesses Cenarios.

Por oportuno, conforme disposto pela norma ISO/TR 10993-22, varias propriedades
poderiam afetar a captacdo de nano-objetos apds sua exposicdo a pele, olhos ou mucosa, dentre
as quais citam-se: tamanho, formato, area de superficie, carga de superficie, atividade/energia
de superficie, solubilidade, estado de agregacao, polidispersividade e cinética de dissolucao dos
ions (ISO, 2017a).

Quanto ao teste de reatividade intradérmica, esse se destina a avaliacdo de reacao
localizada em tecido exposto ao nanomaterial sendo, portanto, aplicavel a dispositivos médicos
implantaveis ou que tenham contato com o sangue, ja que para esses casos a determinacgdo de
irritacdo dérmica por testes dérmicos ou de mucosa mostrar-se-ia inapropriada (1SO, 2017a;
ISO, 2018a). Isso porque, a introdugdo intracutanea de nano-objetos ultrapassa o extrato corneo,
condicdo que pode resultar em um maior potencial de irritacdo pelo alcance dos fibroblastos.
Cumpre pontuar que, esse tipo de teste também pode ser Util para avaliagdo de nanomateriais
hidrofébicos. (1ISO, 2018a; 1SO, 2017a). Para outras rotas clinicas de exposi¢ao, a irritacdo pode
ser avaliada pela aplicacdo topica de nanomateriais (1SO, 2017a) que resulta, em geral, na

ocorréncia de irritacdo leve a moderada (AFSSAPS, 2011).
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Logo, a escolha entre os métodos de teste, hoje disponiveis, precisa ser racionalizada
com base nas condicGes especificas de uso e rotas de exposicdo dos materiais e dispositivos
objeto de analise (1SO, 2017a).

6. Pirogenicidade

Os testes de pirogenicidade fazem parte do processo de avaliacdo bioldgica e tém como
finalidade detectar reacGes pirogénicas mediadas por material ou contaminantes, a partir de
extratos de dispositivos medicos ou materiais (1SO, 2018a).

Atualmente, nenhum teste diferencia reac0es pirogénicas material mediadas daquelas
resultantes a contaminacao por endotoxinas. A pirogenicidade material mediada é rara, tendo
sido observada em dispositivos médicos que contém derivados biologicos (ISO, 2018a).

Como quaisquer outras superficies de materiais, 0s nanomateriais podem ser recobertos
por endotoxinas bacterianas ou lipopolissacarideos (LPS) — descritas como moléculas
encontradas na membrana externa de bactérias gram negativas, constituindo-se assim como
contaminantes bioldgicos ativos comuns, que no contexto de avaliacdo dos nanomateriais, tém
ganhado relevancia, ndo apenas por sua adsorcdo facilitada a eles (relacionada a natureza
altamente reativa de sua superficie, e também a capacidade de ligacdo dos proprios
lipopolissacarideos a qualquer tipo de superficie/material), mas principalmente, por seus efeitos
bioldgicos deletérios (de potente atividade inflamatoria e efeitos tdéxicos/inflamatorios)
mediados pela via de sinalizagdo TLR4 — ou seja, por receptores Toll-Like 4, expressos por
diversas células do sistema imunoldgico inato (tais como as células dendriticas e macrofagos,
bastante sensiveis e responsivas ao estimulo por endotoxinas) que podem mascarar ou induzir
interpretacdes equivocadas quanto a real toxicidade e/ou efeitos bioldgicos, de fato, deflagrados
pelo nanomaterial avaliado (HIMLY et al., 2020; LI; BORASCHI, 2016; LI; FUJITA,
BORASCHI, 2017). Nesse cenério, as endotoxinas tém sido identificadas como um
contaminante comum de nanomateriais (JONES; GRAINGER, 2009)(1SO, 2017a).

Associando-se as caracteristicas das endotoxinas ao tamanho reduzido e a relagdo
volume por area de superficie dos nanomateriais, estes estariam sujeitos a ligacdo de grandes
quantidades de endotoxinas a sua superficie. Por isso, a contaminacdo de nanomateriais por
endotoxinas deve ser considerada quando se discutem efeitos imunologicos, especialmente, por
ser esse um evento frequente e, em geral, relacionado as condi¢Ges de manipulacdo durante o
processo de sintese do nanomaterial ou pelo uso de reagentes /vidraria contaminados (JONES;
GRAINGER, 2009).
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Por isso, cautela na interpretacdo dos resultados obtidos na avaliagédo de efeitos
toxicos/inflamatorios apresentados por nanomateriais torna-se imperativa, haja vista que a
presenca de endotoxina na amostra avaliada pode responder pela maioria dos efeitos observados
ou atuar sinergicamente com o nanomaterial na inducdo de ativacdo celular e toxicidade
(GREISH; THIAGARAJAN; GHANDEHARI, 2012; LI; BORASCHI, 2016) — pois devido a
sua interacdo com os sistemas biologicos, as endotoxinas podem interferir nos resultados dos
testes de avaliacdo biologica, e assim, levar a conclusdes incorretas a respeito da
biocompatibilidade dos nanomateriais (ISO, 2017a).

Situacdo contornavel pela pratica de caracterizacdo completa para contaminantes
biologicamente ativos em nanomateriais sob teste (LI; BORASCHI, 2016), o que inclusive
conferiria maior confiabilidade aos dados nanotoxicoldgicos obtidos a posteriori — mas a ser
ideal e peremptoriamente superada pela ado¢do de boas préticas laboratoriais e de fabricacéo.

Outro aspecto a ser considerado na deteccdo de endotoxina em amostras de
nanomateriais é o possivel efeito de mascaramento ocasionado pela baixa recuperacdo de
endotoxina, potencialmente relacionada a presenca de substancias quelantes, surfactantes e
detergentes em formulacdes utilizadas para estabilizacdo dos nanomateriais (HIMLY et al.,
2020).

No que tange aos métodos de detec¢do de endotoxinas, Li, Fujita, Boraschi (2017)
ressaltam a importancia de se considerar a confiabilidade e relevancia do método de ensaio
utilizado para essa finalidade. Para o contexto de analise de nanomateriais engenheirados, o
ensaio de lisado de amebocito Limulus (LAL)* tem sido o mais recomendado por sua rapidez,
sensibilidade e especificidade, apesar de sujeito a interferéncias de leitura provocadas pelo
préprio nanomaterial — condicdo que reforca a necessidade de validacdo do método e adocgédo
de controles adequados (LI; BORASCHI, 2016; LI; FUJITA; BORASCHI, 2017; STONE;
JOHNSTON; SCHINS, 2009), bem como adoc¢éo de pelo menos duas metodologias de LAL
com diferentes desfechos/leituras para avaliagdo de endotoxina em nanomateriais
(DOBROVOLSKAIA et al, 2010).

A norma I1SO 29701 (2010b) descreve o teste LAL como método para determinacgéo de
endotoxina em amostras de nanomateriais dispersas em meio aquoso (ISO, 2017a). Vale
ressaltar que essa norma € restrita a amostras teste para sistemas in vitro, podendo-se adaptar

0s métodos para nano-objetos a serem administrados em animais por vias parenterais.

19 Original: Limulus Amebocyte Lysate (LAL).
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Outro método disponivel, é o teste de ativagido de mondcitos (MAT)?, método
quantitativo e validado que explora o mecanismo natural de febre humana, e que pode ser usado
para testar endotoxinas associadas a nanomateriais, assim como outros pirégenos biologicos
(tais como leveduras, parasitas, virus) (DOBROVOLSKAIA, M.A,, et al, 2014; HARTUNG,
T., & SABBIONI, E., 2011). Por ndo distinguir entre os efeitos induzidos por endotoxinas e
outros pirdgenos, o teste de MAT ndo seria recomendado como teste de primeira escolha, sendo
assim realizado em paralelo ao ensaio de LAL, para deteccdo de outros possiveis agentes
pirogénicos, além das endotoxinas (LI; FUJITA; BORASCHI, 2017).

Faz-se oportuno considerar que os ensaios tradicionais de quantificacdo para
endotoxinas podem ndo funcionar de forma confiavel para nanomateriais, porque suas
propriedades podem interferir com os reagentes e/ou métodos de deteccdo utilizados nesses
ensaios (DOBROVOLSKAIA, M.A., etal, 2010; NEUN, B.W., & DOBROVOLSKAIA, M.A.,
2011).

Em assim sendo, Himly et al (2020) dispdem sobre algumas recomendacdes para atestar
gue um nanomaterial esta livre de endotoxinas, quais sejam: a) testar o nanomaterial por pelo
menos dois métodos diferentes, ou seja, baseados em principios diferentes, b) esses métodos
devem ser validados e incluir controles adequados e, c) os resultados obtidos devem ser
reproduzidos pelo menos duas vezes com amostras preparadas independentemente. Segundo
Schwarz et al (2014), os niveis de endotoxina devem ser inferiores a 0.02 ng mL™?, i.e., <0.1
EU mL™, nas doses de nanomateriais que serdo avaliadas, por esse quantitativo ja ser capaz de
estimular células imunoldgicas.

Logo, compreender e controlar essa interface € um desafio chave a compreensédo da
biocompatibilidade do nanomaterial, avaliacdo de risco e possiveis mecanismos de toxicidade
(JONES; GRAINGER, 2009).

7. Estudos de Toxicocinética

O processo decisorio para realizacdo ou ndo de estudos toxicocinéticos como parte da
avaliacdo biologica de um dispositivo médico, deve levar em consideracao o produto acabado
e seus constituintes quimicos, incluindo-se produtos de degradacéo e lixiviaveis potenciais e
projetados, bem como o uso pretendido do dispositivo médico (ISO, 2018a).

Estudos dessa natureza fornecem informagdes sobre o destino e 0 comportamento das

substancias em avaliacdo, bem como sobre o6rgdos-alvo potencialmente atingidos e

20 Original: Monocyte Activation Test (MAT).
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toxicologicamente afetados. Tem-se que as propriedades toxicocinéticas de nanomateriais, bem
como de outras substancias, envolvem quatro processos fundamentais a avaliacao de seguranca,
quais sejam: absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) — j& que esses podem ser
alterados pela natureza do nanomaterial e por suas interagdes bioldgica (SCENIHR, 2015). Por
serem processos dificeis de predizer, estudos de toxicocinética tornam-se imprescindiveis a
avaliacdo dos efeitos de biodistribuicdo-acumulacdo-retencdo-excrecdo de nanoparticulas,
fornecendo assim informacdes necessarias a predicdo e compreensdo dos potenciais efeitos
toxicologicos dessas nanoparticulas nos érgaos-alvo, conhecimento fundamental a condugéo
dos demais estudos de toxicidade (LIN et al., 2012; WU; TANG, 2018).

Dentre as condi¢des a serem consideradas para realizacdo de estudos toxicocinéticos
devem ser ponderados: se o dispositivo médico € absorvivel, se foi projetado para contato de
longo prazo, se apresenta corrosdo significativa ou degradacdo conhecida ou provavel, se o
dispositivo médico libera quantidades substanciais de produtos de degradacdo reativos ou
potencialmente toxicos e lixividveis no corpo durante seu uso clinico; se quantidades
substanciais de nano-objetos sdo liberadas do dispositivo (ISO, 2018a).

Considerando-se que, em dispositivos médicos 0s hanomateriais podem estar presentes
como materiais livres, fixos ou incorporados, tendo cada um seu potencial para liberacéo de
nano-objetos no corpo — o0 maior risco aventado para essa realidade relaciona-se a presenca ou
liberacdo de nano-objetos livres, ions ou componentes que constituam oS nanomateriais
individuais, conforme asseverado pela norma ISO/TR 10993-22 (2017a). Entendimento
corroborado pelo documento AFSSAPS (2011), que considera a existéncia do risco de
toxicidade e translocacdo relacionado a nanomateriais livres, embora esse seja um risco apenas
parcialmente conhecido.

Conforme disposi¢do constante nesse mesmo documento, os estudos de toxicocinética
devem ser considerados para dispositivos médicos que contenham nanomateriais que entrem
em contato direto com o corpo humano, com especial énfase aos dispositivos implantaveis.
Sendo ressaltada a ideia de que, esses estudos seriam ainda mais essenciais para dispositivos
médicos contendo nanomateriais livres e que apresentem produtos de degradacdo em
nanoescala (AFSSAPS, 2011) — condicdo ou possibilidade a ser aventada ja no plano de
avaliacdo de seguranca bioldgica sob uma perspectiva de risco.

Fatores como via de administracdo, tamanho do nano-objeto ou seus
agregados/aglomerados, propriedades de superficie (carga e quimica de superficie), adsorcao
de proteinas (diretamente relacionada ao reconhecimento do nanomaterial pelo sistema

imunoldgico e sua captura pelo sistema reticulo endotelial, bem como pela mudanca gradual de
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seu perfil bioldgico ao longo de sua exposicao na circulagdo), solubilidade (LANDSIEDEL et
al., 2012), hidrofobicidade, estado de dispersao, funcionalizacdo (LOURQO; BORGES; SILVA,
2013), espécie animal, dose e métodos de dosagem tém, todos, sido considerados
influenciadores da toxicocinética de nanomateriais em modelos animais (ISO, 2017a). No
contexto de sistemas de teste, 0 ambiente circundante (meio de cultura de tecido, sangue/sérum,
presenca de proteina) é apontado como elemento determinante a ocorréncia de interagfes que
possam afetar as caracteristicas e mesmo, comportamento dos nanomateriais com consequente
impacto no seu perfil toxicoldgico (1SO, 2017a), fato que sinaliza para a importancia da
mimetizacdo do ambiente a que o nanomaterial serd exposto no organismo, tanto em termos de
porta de entrada como rota de exposicdo (LIN et al., 2012).

Portanto, caso a avaliacao de risco conclua pela necessidade de realizacdo do estudo de
toxicocinética, fatores que possam influenciar o design do estudo, sua performance e a
interpretacdo de seus resultados deverdo ser enderecados (ISO, 2017a), com vistas a
minimizacdo de eventuais distor¢cdes que possam comprometer a adequada compreensdo da
analise em curso. Ademais, quando apropriado, processos de degradacdo teoricos devem ser
investigados previamente aos estudos toxicocinéticos (1SO, 2018a).

Por oportuno, cumpre considerar que modelos [toxicocinéticos] fisiologicamente
baseados podem figurar como uma opg¢do a avaliacdo desse tipo de desfecho, conforme
asseverado por Landsiedel et al. (2012). Contudo, conforme ponderado pelos mesmos autores,
um complicador adicional a essa abordagem residiria na auséncia de sistema linfatico,
importante sistema organico de acumulacdo de nanomateriais, especialmente, daqueles
administrados por via endovenosa (LANDSIEDEL et al., 2012).

8. Toxicidade Sistémica

Por poderem alcancar a corrente sanguinea, estudos de toxicidade in vivo, enquanto
modelos bioldgicos complexos, podem se fazer necessarios na avaliagdo de comportamento e
destino de nanomateriais circulantes no organismo, inclusive por permitirem avaliagcGes de
toxicidade aguda, de toxicidade de longo prazo, toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, efeito
de irritacdo local e toxicocinética (LIN et al., 2012).

Em assim sendo, especificamente no que tange a avaliacdo de toxicidade sistémica, essa
compreende os testes de toxicidade aguda (24h), subaguda (de 24h a 28 dias), subcrénica (90
dias) e crénica (geralmente de 6-12 meses, quando considerados roedores) para diversas rotas

de exposicdo (AFSSAPS, 2011), que segundo asseverado por Wu; Tang (2018) constituem
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parte critica na avaliacdo de toxicidade de nanoparticulas, por poderem afetar diferentes
sistemas e causar diferentes efeitos adversos, resultantes aos mecanismos de toxicidade
comumente deflagrados pela exposicdo a nanomateriais, quais sejam: estresse oxidativo
resultante a producdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio e resposta inflamatdria.

Por poderem se distribuir, potencialmente, por todo o corpo, a sele¢éo de tecidos/6rgaos
a serem submetidos a analise histopatologica deve ser realizada caso a caso, com especial énfase
ao sistema reticulo-endotelial, também conhecido como sistema fagocitico mononuclear que,
notadamente, inclui figado e baco (enquanto 6rgdos mais afetados pela captura de
nanomateriais), além de rins, cérebro, medula 6ssea e outros, a depender também da rota de
administracdo e uso clinico pretendido (AFSSAPS, 2011; I1SO, 2017a).

Por isso, os estudos de toxicidade sisttmica para dispositivos medicos contendo
nanomateriais devem ser 0 mais completo possivel, o que implica a avaliacdo de parametros
clinicos, bioldgicos e anatomopatoldgicos.

Um parametro chave a considerar na avaliacdo do potencial de toxicidade sistémica de
nanomateriais é seu perfil de solubilidade, ja que nanomateriais pouco solUveis podem
sobrecarregar a capacidade de eliminagdo e os mecanismos de defesa do organismo, e assim,
levar a acumulacdo sistémica de longo prazo, e por conseguinte a efeitos adversos (ISO, 2017a).
Contudo, apesar de sua relevancia, dados de exposicdo cronica de nanomaterial ainda s&o
escassos (JONES; GRAINGER, 2009).

Conforme disposicdo constante na norma ISO/TR 10993-22 (2017a), bem como no
documento AFSSAPS (2011), a biopersisténcia de nanomateriais insollveis pode levar a
mudancas na permeabilidade lisossomal, atividade enzimética e apoptose de macrofagos.

Outro aspecto importante a se considerar, refere-se a dose administrada. A métrica de
dose baseada em massa ou concentracéo, usualmente, aplicada a materiais in bulk pode nao ser
adequada para nanomateriais cuja toxicidade sistémica dependera, especialmente, da interacdo
entre a prépria particula e o sistema bioldgico. Logo, o nimero de particulas administradas e/ou
a area de superficie resultante podem ser parametros mais assertivos a descricdo da relacéo

dose-resposta observada (ISO, 2017a).

9. Toxicidade Reprodutibilidade/Desenvolvimento

Referenciados na norma 1SO 10993-3 (2014b), os testes de toxicidade reprodutiva sao

utilizados para avaliar os potenciais efeitos de dispositivos médicos, materiais e/ou de seus
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extraiveis na funcdo reprodutiva, no desenvolvimento embrionério (teratogenicidade), bem
como no desenvolvimento pré e pds-natal imediato.

Assim como a carcinogenicidade, esses desfechos podem ser enderecados por meio de
uma avaliacdo de risco baseada em literatura (1SO, 2018a). Quando evidéncia adequada e
suficiente demonstra que um nanomaterial ou seus metabdlitos ndo alcangcam os 6rgdos do
sistema reprodutivo, testes de toxicidade reprodutiva ndo sdo necessarios. Em geral, ela pode
ser estabelecida a partir de dados provenientes de estudos de absorgdo, distribuicéo,
metabolismo e excrec¢do ( 1SO, 2017a; SCENIHR, 2015).

Por outro lado, avaliacdo por meio de testes costuma ser considerada apenas se 0
dispositivo médico apresentar impacto sobre o potencial reprodutivo do individuo (devido a sua
exposicdo prolongada ou permanente ao produto ou pela presenca de nanoparticulas ou
lixividveis de nanomateriais, cuja eliminacdo completa ndo tenha sido demonstrada — por
exemplo), ndo tendo seus eventuais riscos sido plenamente gerencidveis. Nesse caso, a
avaliacdo de toxicidade reprodutiva dos nanomateriais empregados nesse dispositivo devera ser
realizada em conformidade com os requisitos da norma 1SO 10993-3 (1SO, 2018a; ISO, 2017a).

O conhecimento atual relacionado a toxicidade reprodutiva dos nanomateriais
permanece escasso e limitado (1SO, 2017a). Contudo, por serem capazes de atravessar barreiras
bioldgicas, acredita-se que as nanoparticulas sejam também capazes de perpassarem as barreiras
do sistema reprodutivo com potencial impacto na vitalidade e funcdo dos espermatozoides,
assim como no desenvolvimento embrionario (ISO, 2017a), podendo, por sua alta mobilidade,
difundirem-se nos 6érgdos reprodutivos. Danos ao material genético por meio de interacGes com
moléculas de DNA também podem deflagrar mutacGes e afetar a reproducdo e o
desenvolvimento de préximas geracfes (AFSSAPS, 2011; ISO, 2017a).

Por oportuno, segundo disposi¢cdo constante na norma ISO/TR 10993-22 (2017a), a
diretriz OCDE 421 também pode ser Gtil para obtencdo de informac6es iniciais sobre possiveis
efeitos adversos provocados por nanomateriais, enquanto teste de triagem. Podendo seus
resultados serem utilizados como subsidio a uma avaliag&o inicial de perigos, tornando-se Uteis
ao processo de tomada de decisdo quanto a necessidade ou ndo de testes adicionais para

avaliacdo de desfechos relacionados a toxicidade reprodutiva prevista na norma ISO 10993-3.

10. Imunotoxicidade

Dispostos na norma ISO/TS 10993-20 (2006), os testes de imunotoxicidade devem ser

considerados com base na natureza quimica dos materiais e dados que sejam sugestivos de
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efeitos imunotoxicoldgicos ou frente ao desconhecido potencial imunogénico de algumas
substancias quimicas (ISO, 2018a).

Em geral, a imunotoxicidade é avaliada durante o teste de toxicidade de dose repetida
(28 ou 90 dias) durante a qual as primeiras indicacbes para imunossupressao e/ou
imunoestimulacdo podem ser detectadas. Para dispositivos médicos, as investigacdes de
imunotoxicidade tipicamente envolvem estudos de implantacdo prolongados (1SO, 2017a).

De acordo com a norma ISO/TR 10993-22 (2017a), a maioria dos nanomateriais
estudados, até 0 momento, sdo nano-objetos que ao entrarem na circulacdo sistémica acabam
capturados pelas células do sistema fagocitario mononuclear (macréfagos, células dendriticas
ou células de Langerhans), motivo pelo qual precisam ter seu potencial imunotdxico avaliado.

Nesse sentido, a interacdo entre nanomateriais engenheirados e o sistema imune tem se
tornado alvo de crescente interesse, frente a capacidade desses nanomateriais de ativarem o
sistema complemento e induzirem danos mediados por esse sistema (BORASCHI;
CASTELLANO; ITALIANI, 2017). E isso porque, o sistema imunolégico é o responsavel por
ditar as consequéncias patoldgicas e toxicoldgicas p0Os-exposicdo a nanomateriais
engenheirados, por meio de dois mecanismos de imunomodulagéo:

» aativacdo de resposta imunoldgica (conhecida como imunoestimulagéo) — por interacéo
direta dos nanomateriais com células imunoldgicas efetoras (como macrofagos e
mastocitos) e ativacdo do sistema complemento (componente humoral da imunidade
inata), ou pelo desencadeamento de resposta inflamatéria pela interacdo de
nanomateriais engenheirados e sua biocorona com a superficie de células imunoldgicas
(via imunidade inata — de caréater defensivo e autolimitado) ou por interacdo com células
apresentadoras de antigenos (via imunidade adaptativa e seus mecanismos de
deflagracdo de reacdes de hipersensibilidade) (ALSALEH; BROWN, 2018; CRONIN
etal., 2020; FARRERA; FADEEL, 2015) ou;

= a supressdo dessa resposta (Imunossupressdo) — por meio de diferentes mecanismos,
ndo plenamente elucidados (ALSALEH; BROWN, 2018).

Segundo Boraschi et al (2020), a resposta imunoldgica deflagrada pela exposicéo a
nanomateriais € influenciada por fatores diversos, tais como o tipo de nanomaterial, rota, dose,
duracdo da exposicao, condicdes de saude do individuo. Destaque a biocorona, enguanto
componente importante na determinacdo do potencial imunogénico dos nanomateriais, bem
como ponderacdo a influéncia de variagbes sutis nas propriedades fisico-quimicas de
nanomateriais (mesmo aquelas observadas lote a lote) na modulacdo de respostas do

complemento, também foram realizados por Alsaleh & Brown (2020) — estando esses
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parametros, diretamente, relacionados ao processo de endocitose pelas células imunes e sua
ativacdo (AFSSAPS, 2011) e, por conseguinte, a prépria natureza e extensdo da resposta imune.

Sob essa perspectiva, os referidos autores consideram que 0s estudos de nano-
imunosseguranga voltados a imunidade inata devam ser priorizados em relacdo aos estudos de
imunidade adaptativa, por ser aquela mais precoce e comum entre 0s organismos vivos, além
de gerar um tipo de reacdo imune mais potente quando em contato com materiais estranhos.

Por outro lado, Alsaleh & Brown (2020) destacam a importancia da resposta
imunoldgica adaptativa, no contexto das reacGes de hipersensibilidade alérgicas do tipo |
(imediatas e mediadas por IgE) deflagradas pela exposicdo do organismo a diferentes
nanomateriais engenheirados.

Ademais, vertentes de pesquisa voltadas a avaliacdo da imunotoxicidade de
nanoparticulas produzidas de forma “furtiva” para que passem “despercebidas” pelo sistema
imune, e aquelas que miram componentes celulares e que, portanto, podem interferir com esse
sistema (AFSSAPS, 2011) tornaram-se objeto de crescente interesse nos Ultimos anos. 1sso
porque, pelo design de nanoparticulas “furtivas”, seria possivel alcangar maior compatibilidade
com o sistema imune, 0 que teria repercussao direta sobre a efetividade terapéutica da aplicacao
pretendida.

Tais consideracdes reforcam a importancia de rigorosa caracterizagdo da identidade
sintética, mas principalmente, bioldgica de nanomateriais engenheirados no contexto de
aplicacdes biomédicas, frente ao seu papel determinante na imunomodulacdo e
imunotoxicidade do nanomaterial avaliado (ALSALEH; BROWN, 2018; FARRERA;
FADEEL, 2015) — corroborando, inclusive, para a discussdo e amadurecimento do conceito
“safer-by-design” a luz da imunosseguranga, pela proje¢do de nanomateriais de toxicidade
reduzida, mas dotados de propriedades Uteis ao alcance da finalidade desejada (FARRERA,
FADEEL, 2015; HIORTH; VAN HOVE; WICKSON, 2017).

Uma outra perspectiva relevante, destacada por Boraschi et al (2020), aponta para a
necessidade de repensar aspectos importante relacionados a validade e capacidade de predi¢do
dos estudos de imunosseguranca realizados, no que tange a adogdo de condicdes experimentais
pouco representativas e, por conseguinte, ndo extrapolaveis a situagdes in vivo (tal como o
emprego de altas concentra¢fes de nanomateriais), a incapacidade de reproducdo de respostas
imunoldgicas complexas, proprias de organismos vivos, por meio de experimentos in vitro
(inclusive e, principalmente, em cenarios de exposi¢do crbnica) e as limitagdes inerentes as
diferencas interespécies e 0 comprometimento das extrapolac@es de resultados propostas, em

contextos de experimentag&o in vivo.
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Surge dai a necessidade de identificacdo e desenvolvimento de modelos experimentais
in vitro mais assertivos, que possam representar realisticamente as reagfes imunoldgicas in vivo
deflagradas por nanomateriais e, assim evidenciar seu verdadeiro risco a saude, em termos de
uso/aplicacdo e exposicdo (e também, de organismo, rota, tecido/6rgdo-alvo, condigdes de
salde e tempo de exposi¢do) (BORASCHI et al., 2020; HIORTH; VAN HOVE; WICKSON,
2017). Nesse contexto, os modelos e abordagens alternativas para deducdo mecanistica das
implicacbes biologicas resultantes a exposicdo a nanomateriais, com destaque ao
desenvolvimento de sistemas multicelulares constituidos por populagdes de células
imunoldgicas relevantes a avaliacdo das diferentes vias de sinalizacdo utilizadas pela resposta
imunoldgica inata desencadeada por nanomateriais engenheirados tém ganhado espaco
(CRONIN et al., 2020; HIORTH; VAN HOVE; WICKSON, 2017; 1SO, 2017a).

Logo, sendo a avaliacdo de imunotoxicidade essencial ao uso seguro de nanomaterias,
o0 desenvolvimento de testes in vitro e de modelos celulares para avaliagéo desse desfecho torna-
se fundamental, frente a robustez de modelos experimentais in vivo, que ainda teriam como
vantagem [apesar das discussdes relacionadas ao principio dos 3Rs?* — no sentido de reduzir,
refinar e substituir o uso de animais em experimentos] a viabilidade de avaliacdo de fatores
como adsorcdo, distribuicao, metabolismo e excrecdo (ADME), criticos a avaliacao da resposta
imunoldgica deflagrada por nanomateriais (DUSINSKA et al., 2017).

Contudo, por envolver uma grande diversidade de células, moléculas e mecanismos por
meio de suas respostas inespecificas (imunidade inata) e especificas (imunidade adaptativa), é
importante selecionar modelos celulares realistas e avancados, condi¢cdo que também requer
analises complexas e estratégias sofisticadas. Para esse cenario, modelos in silico do tipo
QSAR, baseados em vias de resultados adversos, associados a abordagens de agrupamento, em
estratégias integradas para avaliacdo de toxicidade (conhecidas como IATA??), bem como
testes iterativos baseados em sucessivos processos de redesign e reanalise de potenciais riscos
— sdo tidos como perspectivas futuras promissoras e relevantes ao avango dos estudos de
nanossegurancga (HIMLY et al., 2020; HIORTH; VAN HOVE; WICKSON, 2017).

11. Implantacao

21 3Rs: Replacement, Reduction and Refinment.
22 | ATA: Integrated Approaches to Toxicit Assessment (HIMLY et al., 2020).
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Testes de implantagéo, previstos na norma ISO 10993-6 (2016), podem ser utilizados
para avaliar os efeitos patoldgicos locais em tecido vivo provocados por uma amostra de
material ou produto acabado cirurgicamente implantado, a niveis macro e microscopico.

Até a presente data, ndo hd métodos especificos validados ou aceitos para avaliagcdo
bioldgica de nanomateriais implantaveis (SCENIHR, 2015), apesar de orienta¢cdes poderem ser
tomadas como referéncia na referida norma. Contudo, conforme disposto na norma ISO/TR
10993-22 (2017a), para nano-objetos livres, injecdo direta dentro do tecido em que o dispositivo
seria implantado deve ser considerada.

Especial atengdo também deve ser dada & migracdo de nano-objetos para os linfonodos
de drenagem local, considerando-se a ocorréncia de sua possivel liberacdo/desprendimento do
dispositivo médico implantado ( ISO, 2017a; SCENIHR, 2015).

12. Hemocompatibilidade

A avaliacdo de hemocompatibilidade inclui cinco parametros, nos termos do disposto
pela norma ISO 10993-4 (2017b), quais sejam: hematologia, trombose, coagulacao, plaquetas
e sistema complemento, sendo, portanto, aplicavel a dispositivos medicos que entrem em
contato com a circulagdo sanguinea, de modo geral.

Isso porque, qualquer superficie artificial, quando em contato com a circulagéo
sanguinea, seria capaz de deflagrar reacGes de defesa ndo-especificas no sangue, afetando
elementos celulares (células polinucleadas, células vermelhas, plaquetas), proteinas plasmaticas
(sistema complemento) e mediadores quimicos. Condicdo que leva, dentre outras repercussdes,
a efeitos de coagulacdo, resultantes a ativacdo plaquetéria e & producdo de trombina —
fendbmenos sinérgicos que podem levar a ocorréncia de trombose, sinal de auséncia de
hemocompatibilidade (AFSSAPS, 2011).

Em assim sendo, a avaliacdo de hemocompatibilidade torna-se imperativa para materiais
nanoestruturados, dispositivos que contenham nanomateriais ou que liberem nano-objetos que
entrem em contato direto ou indireto [frente a sua potencial capacidade de translocacéo e
alcance da circulacdo sanguinea, evidenciadas por estudo toxicocinéticol] com o sistema
circulatério, haja vista a adsorcao de proteinas séricas a sua superficie e o desencadeamento de
uma cascata de eventos que podem resultar em sucesso ou falha desse dispositivo (I1SO, 2017a).

Conforme descrito pelo documento da Agéncia Reguladora Francesa, dois seriam 0s
principais mecanismos envolvidos nesse processo, aquele relacionado ao espessamento

sanguineo, bloqueio dos vasos, danificacdo das paredes dos vasos ou deflagracédo de resposta
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inflamatoria localizada — com reducgéo do fluxo sanguineo [provocado pela interacdo direta do
nanomaterial/nano-objeto com o sangue]; ou desencadeado por mediadores quimicos
inflamatorios na corrente sanguinea e ativacao de reacdes inflamatorias localizadas nos vasos
dos 6rgdos afetados, como resposta indireta a presenca de nanomateriais na circulacéo
sanguinea (AFSSAPS, 2011).

Cumpre pontuar que, apesar de as metodologias descritas na norma 1SO 10993-4
poderem ser aplicadas a avaliacao de superficies nanoestruturas, 0 mesmo ndo necessariamente
ocorre com a analise de nano-objetos livres, que por sua maior relacdo superficie/volume e
potencial de agregacdo/aglomeracédo distorcem a cascata de reagdes resultantes a sua presenca
na circulacdo, tornando o processo de analise ainda mais desafiador (1SO, 2017a) e necessario.

Ademais, a depender das caracteristicas do nano-objeto desprendido do produto e
liberado na circulagdo (tais como geometria, area de superficie, propriedades e quimica de
superficie) (SCENIHR, 2015; ISO, 2017a), diferentes respostas poderdo ser deflagradas,
levando a resultados de hemocompatibilidade variaveis. Tamanho e rugosidade de superficie
exercem importante papel na extensdo da adsor¢do de proteinas séricas, adesdo e ativacdo
plaquetaria, bem como em toda a cinética de coagulacéo sanguinea (1SO, 2017a).

Por todo o disposto, é imprescindivel que a reprodutibilidade, confiabilidade e
sensibilidade dos métodos utilizados sejam atestadas, antes que qualquer conclusdo sobre a
hemocompatibilidade de nano-objetos livres seja chancelada (1SO, 2017a).

Especificamente no que tange ao sistema complemento, esse faz interface com os
sistemas circulatorio e imunoldgico (resposta inata), motivo pelo qual aumentos anormais na
ativacéo desse sistema por materiais em nanoescala presentes no sangue podem induzir reacGes
inflamatodrias significativas. Por isso, teste de ativacdo do complemento deve ser incluido como
parte da avaliacdo de risco biologico de nanomateriais, especialmente se eles entrarem em
contato direto com o sangue circulante ou se houver potencial migragdo de nanoparticulas livres

para o sistema circulatério (1SO, 2017a).

13. Genotoxicidade

A norma ISO 10993-3 (2014b) é aplicavel a avaliacdo de dispositivos médicos ou de
seus componentes cujo potencial para os desfechos de genotoxicidade, carcinogenicidade e
toxicidade reprodutiva e desenvolvimental seja desconhecido ou tenha sido identificado (1SO,
2017a).

Especificamente no que tange a avaliacao de genotoxicidade, essa é tida como crucial a

avaliacdo de seguranca de novos compostos e produtos, incluindo-se os nanomateriais, frente
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ao seu potencial de causar danos ao DNA, e a possivel relacdo desses danos com a ocorréncia
de mutacdes e carcinogénese (DUSINSKA et al., 2017; KARLSSON et al., 2014; SAIFI,
KHAN; GODUGU, 2018; SCENIHR, 2015). No contexto de dispositivos medicos, materiais
e/ou seus extratos [incluindo-se aqueles que contenham nanomateriais], os testes de
genotoxicidade sdo, geralmente, utilizados para avaliar o potencial de mutacfes genéticas,
mudancas na estrutura e nimero de cromossomos, e outras toxicidades genéticas ou ao DNA
provocadas por eles (1SO, 2018a).

Dentre 0s mecanismos mais provaveis de inducdo de genotoxicidade, destaca-se a via
do estresse oxidativo (primario indireto ou secundario, por resposta inflamatéria) (DUSINSKA
etal., 2017). Especificamente, no que tange aos mecanismos de genotoxicidade deflagrados por
nanomateriais, esses sdo, essencialmente, divididos entre:

» Primarios: resultantes a danos genéticos causados pelo contato direto do nanomaterial
com o DNA e/ou componentes a ele relacionados — o que se da por difusdo ou transporte
ativo do nanomaterial através da membrana celular com consequente alcance do nicleo,
podendo também ocorrer no momento da divisdo celular, quando o envelope nuclear
desaparece, e o nanomaterial acumulado no interior da célula interage diretamente com
DNA e proteinas nucleares causando efeitos primarios diretos (AFSSAPS, 2011). Nesse
mesmo ambiente, 0s nano-objetos podem desencadear danos indiretos por: a) produgéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) em resposta a interacao de estruturas celulares
com nanomateriais — induzindo lesdes ao DNA ou afetando/interrompendo a separagéo
cromossOmica durante a mitose (potencial aneugénico), com consequente perturbacéo
do processo de divisdo celular e desorganizacdo do trafego celular ( 1SO, 2017a;
AFSSAPS, 2011); b) pela deplecdo de antioxidantes enddgenos (DONALDSON;
POLAND; SCHINS, 2010; MAGDOLENOVA et al., 2014) — que pelo desequilibrio
redox desencadearia o fendbmeno de estresse oxidativo, seguido de uma resposta
inflamatoria e apoptose celular anormal); ou c) pela inibi¢do de reparo do DNA, com
potencial para causar resultados carcinogénicos ( ISO, 2017a; AFSSAPS, 2011).

= Secundarios: em que 0s danos genéticos sdo resultantes ao processo inflamatorio
deflagrado por células de defesa e inflamatdrias recrutadas e envolvidas nos processos
de endocitose e fagocitose do nanomaterial exposto (AFSSAPS, 2011; DONALDSON;
POLAND; SCHINS, 2010; MAGDOLENOVA et al., 2014).

No que tange as propriedades fisico-quimicas relacionadas ao desencadeamento de
processos genotoxicos, Donaldson; Poland; Schin (2010) e Magdolenova et al. (2014)

destacaram a composic¢do, o tamanho diminuto, a ampla area de superficie dos nanomateriais,
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suas propriedades de superficie, solubilidade, assim como a constituicdo de agregados, frente a
possibilidade de liberacdo de particulas de menor peso molecular. Realidade que reforca a
importancia de uma caracterizacdo completa e bem reportada, realizada sob condicgdes
ambientais de exposi¢do previstas (devido a sua influéncia sobre a cineética, distribuicdo e
interacdo do nanomaterial com os componentes bioldgicos), inclusive no que se refere a escolha
de controles adequados e a definicdo da dosagem a ser avaliada (que deve ser plausivel e
realista), para adequada interpretacdo de resultados frente a eventual efeito genotoxico
observado (DOAK et al., 2009; DONNER et al., 2010; DUSINSKA et al., 2017; GREIM,;
NORPPA, 2010; MAGDOLENOVA et al., 2014). Isso porque o emprego de altas doses
possuiria potencial confundidor, por causar efeitos citotoxicos e pro-inflamatorios néo
relacionados ao nanomaterial em si (DONALDSON; POLAND; SCHINS, 2010), contribuindo
para obtencdo de resultados genotdxicos falso-positivos, comumente observados em testes in
vitro.

Outros potenciais confundidores vinculados as investigacfes de nanogenotoxicidade,
com potencial repercussdo sobre a analise e interpretacdo de resultados errdneos, foram
também levantados por Doak et al. (2009), e sdo eles: a) as interacBes de nanomateriais com
corantes fluorométricos e colorimétricos levando a resultados de falsa absorbancia, b) a
interacdo de nanomateriais com os meios de cultura utilizados e a formac&o de proteina corona
de diferentes caracteristicas, conforme configuracdo ambiental de exposicdo, c) 0s
procedimentos dos ensaios de genotoxicidade convencionais (que podem requerer adequacoes
quanto a ordem de suas etapas, ao tempo de exposicdo do nanomaterial para obtencdo de
resultados mais fidedignos), d) a ocorréncia de aglomeracao (por reduzir a captura celular, levar
a sedimentacdo e, assim provocar exposicao diferenciada do nanomaterial a culturas celulares
em suspensdo ou aderentes). Logo, consciéncia e atencao a esses aspectos podem melhorar a
qualidade dos ensaios de genotoxicidade in vitro, tornando o conjunto de dados por eles gerados
mais confiavel e reprodutivel.

Consideragdo também importante realizada por Dusinska et al. (2017), relaciona-se a
importancia de se identificar e estudar a degradacdo de nanomateriais em ambiente bioldgico,
que vai ao encontro de preocupacdo expressamente manifesta pela norma 1SO 10993-22
relacionada ao comportamento reativo de nano-objetos metélicos, e seu consequente potencial
genotoxico e carcinogénico (1SO, 2017a).

Quanto aos testes disponiveis para avaliagdo de genotoxicidade, cumpre pontuar que
nenhum deles é capaz de detectar, por si s0, os diferentes mecanismos de inducdo de danos

genéticos desencadeados por substancias quimicas tais como lesdes ao DNA, mutagenicidade
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a nivel génico, quebra ou rearranjo cromossdémico ou aberracdo cromossdmica numérica,
motivo pelo qual abordagem do tipo bateria de testes, sensivel a diferentes tipos de danos
genéticos, tem sido adotada como a melhor alternativa para deteccdo de perigos genotoxicos
(DUSINSKA et al., 2017; KARLSSON et al., 2014; MAGDOLENOVA et al., 2014; SAIFI;
KHAN; GODUGU, 2018; STONE; JOHNSTON; SCHINS, 2009; I1SO, 2014b; ISO, 2015b) ,
sendo essa comumente aplicada a avaliacdo de dispositivos médicos e materiais de uso em
salide que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais.

Essa € uma estratégia que comporta métodos de teste in vitro e in vivo, sendo os Ultimos
defendidos como necessarios a validacdo de dados obtidos pelos primeiros (GREISH;
THIAGARAJAN; GHANDEHARI, 2012) ou para elucidacdo de resultados divergentes
obtidos por testes in vitro — enquanto abordagem do tipo “peso de evidéncia”. Logo, a menos
que se possa demonstrar adequadamente que achados positivos in vitro ndo sdo relevantes para
a situagdo in vivo ou que seja impossivel testar o nanomaterial in vitro, testes in vivo serdo
necessarios (SCENIHR, 2015) — pelo menos até que métodos alternativos ao uso de animais
sejam validados e aceitos para fins regulatorios.

No que se refere aos testes de genotoxicidade, a norma ISO/TR 10993-33 (2015b)
referencia seis testes comumente recomendados para avaliagdo do potencial genotoxico de
dispositivos médicos, pela maioria das autoridades regulatorias, e baseados nas diretrizes de
teste da Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE):

» Teste de mutacdo bacteriana reversa (OCDE 471) — tecnicamente modificado para
dispositivos médicos;

= Teste in vitro de aberragcdo cromossdmica realizada em cultura de células de mamiferos
(OCDE 473) — tecnicamente modificado para dispositivos médicos;

= Teste invitro de micronucleo realizado em cultivo de células de mamiferos (OCDE 487)
— tecnicamente modificado para dispositivos médicos;

= Teste in vitro de mutacdo génica usando células de linfoma de rato, realizado em cultura
de células de mamiferos (OCDE 476) — tecnicamente modificado para dispositivos
médicos;

= Teste in vivo de micronucleo em eritrécitos de mamiferos (OCDE 474);

= Teste in vivo de aberragdo cromossomica (OCDE 475).

Quanto a aplicabilidade dos testes in vitro ao contexto de nanomateriais, tem-se que:

O teste de mutacdo bacteriana reversa (Teste de Ames — OCDE 471), considerado como
teste de triagem confiavel para analise de substancias quimicas, ndo seria apropriado a avaliacéo

de mutagéo pela propria estrutura celular das bactérias, cuja parede funcionaria como barreira
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a difusdo de nanomateriais (especialmente sob formas aglomeradas), bem como por sua
inviabilidade de realizar endocitose — condicdes que em conjunto reduziriam,
substancialmente, a captacdo de nanomateriais e sua exposicdo ao DNA, produzindo assim
resultados falso-negativos (SCCS, 2012; SCENIHR, 2015; STONE; JOHNSTON; SCHINS,
2009).

Portanto, para avaliacdo da genotoxicidade de nano-objetos, recomenda-se a utilizacéo
de sistemas constituidos por células de mamiferos, devido ao seu potencial para captura de
nano-objetos — o que se justifica pelo fato de todos os testes in vitro precisarem demonstrar o
processo de captura celular como indicativo de potencial exposi¢do do DNA ao nanomaterial
sob investigacdo (SCENIHR 2015).

Assim, as melhores opg¢bes para avaliagdo in vitro do potencial genotéxico de
nanomateriais presentes em dispositivos médicos, nos termos do disposto pelo documento
SCENIHR (2015) e pela norma ISO/TR 10993-22 (2017a), seriam:

= Teste invitro de mutacdo génica em cultura de células de mamiferos (OCDE 476), para
avaliacdo da inducédo de mutacdes genéticas em células de mamiferos, pela deteccédo de
mutagOes genéticas e danos cromossomais (formacéo de grandes e pequenas colonias);
= Teste in vitro de micronlcleo realizado em cultura de células de mamiferos (OCDE

487), por detectar danos citogenéticos em conjunto com um ensaio de mutagdo genética

ou ensaio de linfoma de rato para deteccdo de alteracBes sequenciais de menor escala

(mutagdes pontuais) ou com o teste de aberracdo cromossémica (OCDE 473), sendo 0

ultimo mencionado apenas no documento SCENIHR (2015). Segundo asseverado por

Karlsson et al. (2014) e Magdolenova et al. (2014), o teste de microntcleo com bloqueio

de citocinese que detecta a quebra de cromossomo (clastogenicidade), assim como 0s

efeitos de aneuploidia (alteragcdo cromossémica numérica) devido a distdrbios fisicos do
aparato mitético — seria 0 segundo método de ensaio in vitro mais empregado na
avaliacéo de genotoxicidade;

= Teste do cometa in vitro (teste de eletroforese de célula Gnica em gel) para deteccéo de
varios tipos de danos ao DNA a depender das condi¢Ges do ensaio. Apesar de esse ser

0 teste mais comumente utilizado em nanotoxicologia (em sua versdo alcalina), sua

leitura pode ser comprometida por possiveis interagdes com o nanomaterial, tal como

aquela observada pela presenca ocasional de nanoparticulas na “cabe¢a do cometa”,
condigcdo que implicaria em contato direto entre o nanomaterial e 0 DNA desnudo
durante o processamento do ensaio, 0 que teria potencial para induzir quebras adicionais

ao DNA, e por conseguinte, levar a resultados com niveis de danos falsamente elevados,
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frente a sua alta sensibilidade (KARLSSON et al., 2014; MAGDOLENOVA et al.,

2014).

Caso haja circunstancias sob as quais desvios aos ensaios acima listados sejam
possiveis, justificativa cientifica deve ser fornecida e consideragdes adicionais ou estudos in
vivo poderdo ser necessarios (SCENIHR 2015).

Quanto aos testes de genotoxicidade in vivo, sua escolha deve ser definida por
especialistas, que com base em todas as informacdes disponiveis, definirdo o melhor teste a ser
aplicado conforme o caso (SCENIHR, 2015). Isso porque, métodos apropriados devem ser
usados para estabelecer que, de fato, o nano-objeto testado alcanca o 6rgdo-alvo (ISO, 2017a),
e se esse persiste nas células, tendo em vista que seu acimulo pode levar a efeitos toxicos de
longo prazo — motivo pelo qual essa é uma informacdo fundamental na avaliacdo de risco
(PARK et al.,, 2009). Outro aspecto importante a ser considerado, conjuntamente a
demonstracdo de exposicdo do orgdo-alvo, é a rota de exposi¢do na populacdo pretendida —
sendo os estudos de toxicocinética de grande valia nesse processo.

Nesse sentido, estudos de toxicidade subaguda e/ou subcrénica também podem ser
usados para determinar a distribuicdo de nano-objetos no organismo, informacéo que pode ser
atil a selecdo de um teste de genotoxicidade que assegure que o 6rgdo testado é relevante a
avaliacdo de distribuigcdo e acumulacdo dos nano-objetos (1SO, 2017a).

Portanto, os testes de genotoxicidade in vivo devem relacionar o(s) desfecho(s)
genotoxico(s) identificado(s) como positivo(s) na abordagem in vitro com os 6rgaos ou tecidos-
alvo apropriados. A evidéncia, tanto do proprio teste como de outros estudos toxicocinéticos
ou toxicoldgicos de dose repetida, de que os tecidos-alvo foram expostos a substancia em estudo
e/ou aos seus metabolitos é essencial para a interpretacdo de resultados negativos (SCENIHR
2015).

Dentre os testes de genotoxicidade in vivo comumente utilizados para avaliacdo de
nanomateriais, segundo o documento SCENIHR (2015) e a norma ISO/TR 10993-22 (2017a),
citam-se:

= Teste de micronucleo in vivo, realizado em eritrdcito de roedor ou medula 6ssea (OCDE
474);

= Teste de aberragdo cromossdmica in vivo, realizado na medula éssea de mamiferos
(OCDE 475);

= Teste do cometa in vivo (OCDE 489).
O teste de aberragdo cromossdmica espermatogonal de mamiferos (OCDE 483) e a

analise de mutacdo genética em roedores transgénicos (OCDE 488) também foram
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considerados, mas apenas pelo documento SCENIHR (2015), que sinaliza para a necessaria
avaliacdo de adequabilidade de todos os métodos supramencionados (desenvolvidos para
analise de quimicos) a avaliacdo de nanomateriais, frente as suas propriedades fisico-quimicas
distintas, que podem seriamente influenciar sua interacdo com o DNA.

Frente a todo o exposto, e considerando a diversidade de desfechos e testes disponiveis
para avaliacdo de genotoxicidade, Doak & Pfuhler (2009) enfatizam a necessidade de avaliacao
quanto a adequabilidade desses testes para analise do potencial genotoxico dos nanomateriais,
bem como de seu desempenho no contexto da nanogenotoxicidade, para que 0s testes mais
apropriados a deteccdo de perigos genotdxicos induzidos por nanomateriais sejam adotados.
Nesse contexto, recomendacdes relacionadas a inclusdo de controle positivo relevante, bem
como de utilizacdo de doses em concentracdes fisiologicamente relevantes, inclusive em
relacdo a avaliacdo de citotoxicidade, escolha do tipo celular, com base na via de exposicéao e
potencial 6rgdo-alvo de preocupacao merecem ser refor¢adas (STONE; JOHNSTON; SCHINS,
2009).

Sobre os métodos de teste in vitro e in vivo disponiveis, cabe ressaltar suas
especificidades quanto aos mecanismos de genotoxicidade investigados, haja vista que 0s
primeiros, tais como os testes do Cometa e de Micronucleo seriam sensiveis a identificacdo de
mecanismos primarios, deflagrados por nanoparticulas intrinsecamente reativas; enguanto 0s
modelos de teste in vivo teriam capacidade Unica de avaliar respostas inflamatorias sustentadas
(DONALDSON; POLAND; SCHINS, 2010; MAGDOLENOVA et al., 2014), por basearem-
se em sistemas vivos complexos capazes de evidenciar, de forma consistente e precisa,
respostas celulares deflagradas por diferentes sistemas do organismo em condi¢es fisiologicas
(DONALDSON; POLAND; SCHINS, 2010; GREISH; THIAGARAJAN; GHANDEHARI,
2012; MAGDOLENOVA et al., 2014).

Outro aspecto importante, e que ainda hoje permanece atual, refere-se ao elevado e
crescente nimero de novos nanomateriais disponiveis e em desenvolvimento, e a inviabilidade
técnica de avaliagbes genotoxicas caso a caso, corroborando assim a necessidade de avanco na
compreensdo da natureza e propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais (DONALDSON;
POLAND; SCHINS, 2010), inclusive, pela integracdo de novas tecnologias ao processo de
avaliacdo de risco bioldgico, tal como os modelos in vitro alternativos do tipo “omics” e in
silico baseados em modelagem matematica, enquanto ferramentas para elucidacdo de vias
mecanisticas envolvidas nas respostas toxicoldgicas desencadeadas por nanomateriais
(CATALAN; NORPPA, 2017; GREISH; THIAGARAJAN; GHANDEHARI, 2012), para que

sua futura predicao se torne viavel.
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Nesse cenario, uma outra abordagem considerada por Catalan, Stockmann-Juvala,
Norppa (2017) e que pode ganhar espaco, é aquela baseada no peso de evidéncia das
informacdes disponiveis nos estudos realizados, avaliadas quanto a sua qualidade (em termos
metodologicos, inclusive quanto & confiabilidade do teste realizado, e de conteldo,
considerando-se a completude das informagdes apresentadas, inclusive no que tange aos dados
de caracterizacdo do nanomaterial) a partir de critérios estabelecidos com base no conhecimento
corrente — com vistas a extrapolacdo sistematizada dos achados alcancados quanto ao potencial
mutagénico de determinado nanomaterial a nanoformas de caracteristicas semelhantes.
Contudo, essa € uma estratégia que requer volume e qualidade de dados, em certa medida, para
que se torne viavel e assertiva ao proposito requerido, assim como util a avaliacao de perigos
relacionados a nanomateriais similares, e potencialmente aplicavel a outros desfechos

toxicoldgicos de interesse.

14. Carcinogenicidade

A norma ISO 10993-3 (2014b) discute a estratégia para avaliacdo de carcinogenicidade
de dispositivos médicos, materiais e/ou de seus extraiveis ao longo de um periodo substancial
do tempo de vida atil do animal submetido ao teste. Nos termos do disposto pela norma 1SO
10993-1 (2018a), a carcinogenicidade pode ser enderecada pela avaliagdo de risco — a partir de
informacdes relacionadas a identificacdo quimica das impurezas, extraiveis ou substancias
quimicas lixiviaveis, a exposi¢do do paciente a essas substancias, ao seu modo de agéo e ao
peso de evidéncia.

Se disponivel, a informacdo sobre carcinogenicidade deve ser adequada para a rota e
duracdo de exposicdo ou contato, devendo essa informacdo estar disponivel na literatura de
toxicidade.

Nesse sentido, os resultados de estudos de genotoxicidade podem ser Gteis para predicao
da carcinogenicidade de nanomateriais (ISO, 2017a), j& que para materiais genotéxicos, 0
perigo carcinogénico pode ser presumido e o risco devidamente gerenciado (I1SO, 2014b). Logo,
caso a realizacdo de teste de carcinogenicidade seja, de fato, necessaria sua determinacédo e
adequabilidade a amostra teste deve ser avaliada caso a caso. Para nano-objetos, por exemplo,
sua conformidade ndo foi demonstrada (ISO, 2017a).

15. Degradacgéao

InformacBes relacionadas & degradacdo devem ser fornecidas para quaisquer

dispositivos médicos, componentes ou materiais que permanecam dentro do tecido e que
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tenham potencial para sofrer alteragGes no corpo humano. Tal afirmacéo, aplica-se inclusive ao
contexto de nanomateriais, ja que esses podem ser detectados em pacientes utilizando
dispositivos médicos, sob a forma de produtos resultantes a processos de degradacéo, desgaste,
atrito, abrasdo, polimento, corrosdo; ou como impurezas e residuos de manufatura, conforme
asseverado pelo documento AFSSAPS (2011).

Nesse sentido, os testes de degradacdo devem ser considerados para dispositivos
projetados para serem absorvidos, cujo uso pretendido tenha duracdo superior a 30 dias
(incluindo-se nesse escopo, os dispositivos implantaveis) ou cuja composi¢do indique que
produtos de degradacdo toxicos possam ser liberados durante seu contato com o organismo
(IS0, 2018a; I1SO, 20173; 1SO, 2017c).

A norma de referéncia que versa sobre a identificacdo e quantificacdo de potenciais
produtos de degradacdo provenientes de dispositivos médicos, sob uma perspectiva geral, é a
ISO 10993-9 (2019c), que tem seu conteudo complementado por outras normas mais
especificas, quais sejam: 1SO 10993-13, ISO 10993-14 e 1SO 10993-15 que abarcam aspectos
de degradacdo material-especifico relacionados a polimeros, ceramicas e ligas metalicas,
respectivamente.

Especificamente no que tange aos materiais metalicos, faz-se oportuno ponderar que,
em conjuncdo a liberacdo de ions, a ocorréncia de corrosdo também pode resultar na liberacdo
de particulas em nanoescala. Para certos nanomateriais, € sabido que novos nano-objetos podem
ser formados a partir de ions liberados (como por exemplo, a nano-prata) (VAN DER ZANDE
etal., 2012).

Por todo o exposto até aqui e segundo asseverado por Saifi, Khan e Goduku (2018), o
exato mecanismo de toxicidade de nanoparticulas é ainda desconhecido, apesar de haver
consenso sobre a multitude de fatores que a deflagram (tais como as diversas propriedades
nano-especificas e a presenca de impurezas resultantes aos processos de sintese e manufatura
de nanoparticulas) e contribuem para sua manifestacdo (liberacdo de espécies reativa de
oxigénio, de citocinas pro-inflamatdrias, comprometimento da fagocitose, aumento da
permeabilidade das barreiras, fibrose, alteracdo da regulacdo do ciclo celular e de dano ao
DNA). Por outro lado, permanece o dissenso sobre riscos intrinsecos, perigos, toxicidade ou
relacdo dose-reposta para quase todas as classes de nanomateriais, conforme pontuado por
Jones & Grainger (2009).
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Por isso, uma estratégia de teste que envolva diferentes desfechos de toxicidade, e que
se utilize de métodos e modelos alternativos capazes de mimetizar as condi¢bes in vivo
constituem o grande desafio e expectativa ao avanco na avaliagdo de seguranca e, por
conseguinte, de risco a saude humana pela exposi¢do a nanomateriais (DUSINSKA et al.,
2017).

Nesse sentido, consideracBes adicionais a respeito dos métodos de avaliacdo de
biocompatibilidade, realizadas por Hu et al. (2017), evidenciam, com maior especificidade, a
magnitude dos desafios a serem enfrentados e superados pelos estudos de nanossegurancga, no
que tange a: a) necessidade de adocao de sistemas bioldgicos que mimetizem a estrutura 3D e
o ambiente celular; b) a falta de procedimentos confidveis para analises quantitativas e
qualitativas de derivados de nanomateriais in situ; ¢) o preparo cuidadoso necessario a
preservacao das propriedades quimicas e biolégicas do nanomaterial objeto de interesse; d) a
falta de protocolos padronizados para avaliacdo de seguranca bioldgica, o que dificulta a
comparabilidade entre os resultados de estudos (conduzidos sob condigdes experimentais
distintas, a partir de modelos animais ou linhagens celulares diversas e expostos a amostras de
nanomateriais de propriedades dispares); e sua extrapolacdo ou associacdo de um determinado
perfil toxicologico a um certo tipo de nanomaterial (LOURO; BORGES; SILVA, 2013); ¢e) a
necessidade de avaliagdo do nanomaterial biotransformado e seu ciclo de vida; f) a necessaria
consideracdo de nano formas incidentais (resultantes ao processo de producao) como potencial
risco a ser identificado, avaliado e controlado; g) a importancia das abordagens de triagem de
alto rendimento na conducéo de ensaios e geracao de dados in silico e in vitro, e mesmo in vivo
para classificacdo de risco; e sua integracdo com a categorizagao/agrupamento nanomateriais
como estratégia eficaz ao design de nanomateriais biocompativeis.

Outra lacuna importante a ser enderecada pelas pesquisas em nanosseguranca relaciona-
se a necessaria associacao entre a acumulacdo tecidual de nanoparticulas no organismo no longo
prazo e seu potencial para desencadear doencas, com vistas ao desenvolvimento de
nanomateriais e produtos de base nanotecnolégica mais seguros, sustentaveis e melhor
regulados, sob uma perspectiva de gerenciamento de risco (HIGASHISAKA et al., 2017) — o
que hoje, apenas seria possivel sob condi¢Ges de exposicao reais. Contexto que comportaria,
segundo Greish, Thiagarajan e Ghandehari (2012) e Saifi, Khan e Godugu (2018), testes de
toxicidade in vivo (do tipo subagudo, subcrdnico e crdnico, bem como de toxicocinética)
capazes de reproduzir com precisdo, eventuais efeitos toxicos em sistema vivo complexo.

Em meio a esse contexto de desafios técnicos, ndo se pode também desconsiderar as

adversidades regulatorias, representadas, de modo geral, pela auséncia de diretrizes especificas
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relacionadas a avaliacdo de toxicidade de nanoparticulas, motivo pelo qual diferentes
autoridades tém se esforcado para produzir orientacbes apropriadas ao uso seguro desses
materiais (SAIFI; KHAN; GODUGU, 2018) — utilizando-se para isso, do conhecimento em
progressdo disponivel e das normas técnicas de referéncia existentes, para delinearem o perfil
de analise de risco bioldgico a ser conduzido (baseado na conducdo abrangente e sistemética de
ensaios de caracterizacdo e de testes toxicologicos/de biocompatibilidade in vitro e in vivo),
bem como para pautarem padrdes de revisdo mais criteriosos, apesar das muitas limitacdes
metodoldgicas e procedimentais existentes e ainda ndo superadas — por ser esta a Unica
alternativa possivel num cenario tecnoldgico permeado por incertezas como o da

Nanotecnologia.

4.2.4 Avaliacéo de Riscos, Perigos e Tomada de Decisao

Conforme asseverado por Hristozov et al (2012), a avaliacédo de risco € um procedimento
que combina principios regulatorios e cientificos de forma sistematica para descrever o perigo
associado & exposicdo do organismo ou ambiente a substdncias quimicas [inclusive
incorporadas a produtos que, nesse contexto devem ter seu ciclo de vida considerado]. Para
tanto, avaliacdo dos dados disponiveis e de informacgdes relacionadas as caracteristicas
intrinsecas da substancia e de seus efeitos toxicoldgicos, associados aos dados de exposicao
(em termos de rota, frequéncia e duracdo) devem ser considerados na avaliacdo de perigos
bioldgicos.

Sob uma perspectiva mais especifica, Linkov, Satterstrom, Corey (2008) dispdem que,
uma avaliacdo de risco adequada e que suporte o desenvolvimento bem sucedido de dispositivos
nanomédicos requer uma compreensdo toxicoldgica e de potenciais efeitos adversos associados
ao nanomaterial candidato para a aplicacdo biomédica desejada, assim como do préprio ciclo
de vida do produto — 0 que necessariamente implica na conducdo de estudos de caracterizacao
e toxicologicos/de biocompatibilidade do nanomaterial objeto de interesse e do dispositivo final
no qual serd empregado, conforme explicitado nos capitulos anteriores.

Contudo, essa ainda é uma questdo em aberto, j& que a avaliacdo de potenciais risco e
perigos relacionados as propriedades diferenciadas dos nanomateriais é incompleta ou mesmo
ausente — por se tratar de uma tarefa cara, lenta e complicada, geralmente, alcancada pela

combinacdo de experimentos in vitro e in vivo, para estimativa dos perigos humanos e
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ambientais, e que dificilmente estabelece conclusdes claras quanto aos perigos impostos pelos
nanomateriais, devido as limitagdes relacionadas a auséncia de principios internacionais
padronizados para avaliagdo de seus potenciais riscos, 0 que acaba por comprometer a
interpretacdo dos resultados experimentais — influenciados pelos tipos de procedimentos e
protocolos aplicados, bem como pelo restrito nimero de nanomateriais, doses e momentos de
analise avaliados (AFANTITIS et al., 2020; HWANG et al., 2012).

Corrobora essa analise, o disposto por Canady (2010) e Oomen et al. (2014) sobre fontes
de incerteza em nanotoxicologia com repercussdo direta sobre a avaliacdo de risco de
nanomateriais, ainda hoje comprometida pela: falta de padronizagdo metodoldgica
(especialmente quanto a métrica de dosagem) e seu impacto na avaliacdo do tipo peso de
evidéncia (baseada em analise comparativa entre estudos de um mesmo nanomaterial);
necessidade de métodos analiticos adequados a avaliacdo de algumas classes de nanomateriais;
transformacédo dinamica e influéncia de impurezas sobre a formacdo da proteina corona, suas
propriedades e interacdes; validade preditiva limitada dos ensaios e modelos animais utilizados;
pronunciada falta de dados de caracterizacéo fisico-quimica e, 0 consequente comprometimento
da identificagéo das caracteristicas fisico-quimicas relacionadas aos efeitos documentados nos
estudos de toxicidade — o que tem dificultado a comparabilidade de resultados, e suscitado a
discussdo sobre a geracdo de novos dados experimentais, que se mostrem relevantes a avaliagcdo
de exposicdo e perigo de nanomateriais engenheirados (HRISTOZQV et al., 2012; OOMEN et
al., 2014). Ademais, conforme ponderado por Johnston, et al. (2013), Grieger, Hansen; Baun
(2009) e Hwang, et al (2012) a falta de dados de perigo e exposicdo na literatura disponivel e a
escassez de dados de efeito e exposicéo, figuram como condig¢des que introduzem alta incerteza
ao processo de caracterizagédo de risco de nanomateriais.

Mesmo esse panorama, ndo desabona a necessidade de uma caracterizacdo ampla e
cuidadosa de aspectos morfoldgicos, fisico-quimicos e bioldgicos, a partir de modelos in vivo
e in vitro, ndo apenas de nanomateriais manufaturados [em versdo pristina, original], mas
também de nanomateriais expostos a meios relevantes; combinada a avaliagdo dos efeitos de
métodos de dispersao e de interacdo molecular com componentes bioldgicos, células e tecidos
sobre as propriedades dos nanomateriais — por representarem etapa fundamental ao controle
efetivo de riscos, segundo Accomasso, Cristallini, Giachino (2018) — apesar da
inadequabilidade de alguns dos métodos atualmente existentes e disponiveis para esse
propdsito. Entendimento partilhado por Balbus, et al. (2007), que também aponta para a
necessidade de desenvolvimento de estudos e métodos de ADME (absorcao, distribuicao,

metabolismo e excre¢do), com vistas ndo so a superacdo de desafios analiticos de detecgéo de
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nanoparticulas e seus produtos, mas a obtencdo de dados complementares a avaliacdo de risco.
Por fim, Johnston, et al (2013) destaca a necessidade de selecdo adequada do nanomaterial
objeto de interesse, de identificacdo de modelos, vias de exposicao, sitios-alvos e desfechos
toxicologicos de interesse que sejam relevantes, bem como de se desenvolver métodos
alternativos ao uso de animais, baseados em sistemas preditivos in vitro, frente a crescente
diversidade de nanomateriais — como desafios importantes relacionados a sua avaliacdo de
risco.

Outra consideragdo importante a respeito da avaliacdo de perigos relacionados a
nanomateriais, refere-se & necessidade de integracdo e avaliacdo de dados de toxicidade e
caracterizacdo de nanomateriais muito dispares e limitados, categorizacdo e agrupamento de
nanomateriais, assim como a derivacdo de rotas de exposicdo, formas e concentracgdes e,
determinacdo de niveis limitrofes de perigo para satide humana (AFANTITIS et al., 2020).

Realidade que, somada ao grande numero e variedade de nanomateriais explorados,
evidencia a inviabilidade da avaliacdo de potenciais riscos, a partir de métodos in vitro ou in
vivo, em uma abordagem caso a caso (tal como reconhecida por reguladores e realizada por
cientistas); e confere espaco ao avanco de metodologias alternativas e computacionais (modelos
in silico), enquanto possibilidades Uteis a predicdo de potenciais perigos e a melhoria da
eficiéncia das avaliagcBes nanotoxicologicas, ndo apenas em termos de tempo e custo, mas a
nivel de informacdo, por fornecerem input ao design de nanomateriais seguros e funcionais
(ACCOMASSO; CRISTALLINI; GIACHINO, 2018; AFANTITIS et al., 2020; OOMEN et al.,
2014; SOM et al., 2012).

Nesse sentido, o emprego de estratégias alternativas de testes in vitro e in silico, tais
como técnicas de alto rendimento, triagem de alto contetdo, modelagens computacionais com
potencialidade para analisar de modo comparativo diversos nanomateriais, simultaneamente,
tém ganhado espaco e destaque por seu potencial de otimizar analises e prover condi¢des de
avaliacdo do produto durante o seu processo de desenvolvimento. Contudo, por seu estagio de
desenvolvimento e pelas importantes lacunas de conhecimento ainda existentes, 0 uso dessas
metodologias tem se limitado a processos de triagem e priorizacdo de nanomateriais para testes
toxicoldgicos posteriores, ja que ainda carecem de aceitacdo regulatéria (ACCOMASSO;
CRISTALLINI; GIACHINO, 2018; FADEEL et al., 2018).

Apesar da escassez de metodologias especificamente desenvolvidas para avaliagéo de
risco sob bases sistematicas e padronizadas, que oportunizem o desenvolvimento de politicas
de gerenciamento de risco compreensivas e aplicaveis a nanomateriais, estudos de analise de

risco computacional tém figurado como tépico em ascensdo nos Gltimos anos, tendo esses sido
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direcionados a toxicidade de nanomateriais, aos efeitos de longo prazo e acumulacdo, as
relacbes dose-resposta em contexto de exposi¢cdo a nanomateriais contidos em produtos de
consumo; sendo uma parcela limitada desses estudos focada na avaliacdo de risco regulatoria
(ERBIS et al., 2016).

Dentre os modelos de analise de risco atualmente disponiveis, incluem-se aqueles
baseados em simulacdo, arvores de decisdo, analise Bayesiana, estrutura de categorizacéo,
métodos de tomada de decisdo multicritério, modelos farmacocineéticos fisiologicamente
baseados, tendo esses sido apontados por Linkov, Satterstrom, Corey (2008) e Hristozov et al.
(2012), como abordagens sisteméticas e promissoras na diminuicdo de incertezas e suporte a
tomada de decisGes, por meio da combinacao de informacdes heterogéneas e provenientes de
fontes dispersas. Entretanto, a auséncia de dados nanotoxicologicos qualificados e
suficientemente abrangentes tem comprometido o desempenho, aplicabilidade e
amadurecimento dos modelos de anélise de risco supramencionados como um todo — fato que
tem dificultado sua aplicacdo a tomada de decisdo regulatdria, ainda hoje, estabelecida sob as
bases de uma abordagem do tipo caso a caso (HRISTOZQOV et al., 2012).

Abordagem essa ja adotada no ambito de dispositivos médicos, de modo geral, mas que
ganha contornos ainda mais especificos e criteriosos quando aplicada a cenarios inovadores
como o da Nanotecnologia. J& que, na avaliacdo de risco de materiais de uso em saude que
contenham ou sejam constituidos por nanomateriais devem ser considerados tanto seu potencial
para interacao, liberacdo e desencadeamento de efeitos toxicos resultantes a presenca/aplicacdo
do nanomaterial a sua estrutura; como seu potencial para geragdo de nanoparticulas como
produtos de degradacdo, desgaste ou processos de tratamento mecanico sofridos pelo produto
(JAGIELLO et al., 2017; MITRANO et al., 2015). Ademais, tipo de dispositivo, tipo de tecido
e duracao do contato também devem ser levados em consideracao nesse processo (JAGIELLO
et al., 2017); sendo as questdes nano-especificas relacionadas a avaliacdo de exposicdo e de
comportamento cinético descritas por Teunenbroek, Dijkzeul, Bake (2017) como distintivas
numa abordagem de avalia¢do de risco nano-especifica, que ndo deve desconsiderar o potencial
impacto de ensaios de seguranca biologica no desencadeamento de efeitos e destino observados.
Processos de envelhecimento e transformacgédo ao longo do ciclo de vida do nanomaterial e
produto no qual se encontra inserido também se mostram relevantes nesse processo
(GOTTARDO et al., 2017).

Em assim sendo, pode-se dizer que a abordagem do tipo caso a caso a ser considerada
no contexto de materiais de uso em saude que apresentem nanomateriais em sua constituicao

compreende ndo apenas caracterizagdes fisico-quimicas minuciosas do nanomaterial a ser
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empregado (incluindo-se aquelas relacionadas a tratamentos, modifica¢des, funcionalizacGes
de superficie), mas avaliaces de seguranca bioldgica abrangentes que contemplem nao apenas
a avaliacdo de respostas bioldgicas comumente investigadas para nanomateriais, bem como
aquelas potencialmente deflagradas pelo uso do produto acabado objeto de interesse, além de
andlise de cenérios de exposicdo que mimetizem as condi¢Bes fisioldgicas e de
funcionamento/aplicabilidade do produto conforme uso pretendido — que envolvam tanto
aspectos de seguranca bioldgica (relacionada a identificacdo, quantificacéo e caracterizagdo de
particulas em nanoescala geradas durante o procedimento de uso ou pelo préprio mecanismo
de funcionamento do produto, por exemplo), como de eficacia/funcionalidade a depender das
alegacdes atribuidas ao uso do nanomaterial no produto acabado — para que a partir desse
conjunto de informacGes seja possivel identificar situacGes de perigo, e com base na sua
probabilidade de ocorréncia e severidade (possivel consequéncia), estimar os riscos delas
advindos.

Nesses termos, considerando-se a norma de referéncia 1ISO 14971 (2019a), relacionada
a aplicacdo do gerenciamento de risco a dispositivos médicos, de modo geral, e os elementos
obtidos por meio das avalia¢Ges supra referenciadas, torna-se possivel implementar um plano
de gestéo de risco completo — que conforme disposto por Som et al. (2012) seria essencialmente
baseado na avaliacdo de risco (que incluiria a identificacdo e caracterizacdo de perigos,
avaliacdo de exposicdo e caracterizacdo do risco) e no gerenciamento de risco, por meio do qual
estratégias de prevencdo, mitigacdo ou comunicacao seriam desenvolvidas para implementagéo
segura e sustentavel da tecnologia objeto de interesse.

Considerando-se as etapas supramencionadas, pode-se dizer que o objetivo da gestéo de
risco é fornecer ferramentas para minimizar perigos relacionados ao uso do produto [ou
tecnologia] identificados durante a analise de risco (JAGIELLO etal., 2017).

Cumpre pontuar que, apesar de dispor sobre o processo de gerenciamento de risco e sua
aplicacdo ao contexto de dispositivos médicos, a referida norma ndo define ou estabelece
metodologias a serem seguidas pelos fabricantes de dispositivos médicos. Contudo, mencéo a
algumas técnicas para subsidiar a analise de risco dessa categoria produtos é realizada no Anexo
B da norma ISO/TR 24971 (2020c), enquanto diretriz para aplicagdo da norma ISO 14971.

Por todo o exposto, evidencia-se que 0 processo de gerenciamento de risco deve ser um
ciclo continuo, evolutivo e de revisdo periddica, pautado por uma relacdo risco-beneficio
favoravel aos beneficios proporcionados pelo produto (seja ele ou ndo de base nanotecnol6gica)

em relacdo aos riscos residuais e a ele inerentes.
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Posto isso, uma outra abordagem que tem se tornado relevante e promissora, por se
propor a acelerar o processo de avaliagcdo de risco, a0 mesmo tempo em que reduz custos e 0
numero de animais em experimentacao, ao efetivamente explorar os dados existentes — € a
estratégia integrada para avaliacdo de toxicidade, conhecida como IATA. Por ela, processos
integrados consolidam toda a informac&o disponivel (de exposicao e toxicidade) para identificar
preocupacdes relevantes baseadas em exposicéo e cenarios de uso e mapear as informacdes que
melhor enderecem essas preocupacfes. Para tanto, leva em consideracdo informacdes
toxicologicas disponiveis e informacdes basicas obtidas por metodologias ditas ndo-teste como
QSAR, modelagem farmacocinética fisiologicamente baseada e agrupamento. Assim, essa seria
uma abordagem direcionada a nanomateriais de preocupacdo — com base nos niveis de
exposicao esperada e rotas de exposicdo, propriedades do material — e estruturada em etapas:
a) identificacdo do nanomaterial de preocupacao (caracteristicas fisico-quimicas, solubilidade,
efeitos de superficie, persisténcia), b) testagem bésica (biocinética, efeitos locais no ponto de
entrada ou primeiro contato, genotoxicidade e toxicidade de curto prazo (inflamacéo,
citotoxicidade), c) testagem especifica (baseada na selecdo e design de testes a partir das
informacdes obtidas nas etapas anteriores) (OOMEN et al., 2014).

Por fim, e considerando esse cenario de complexidade, permeado por desafios Unicos
impostos pela nanotecnologia aplicada, resultantes a natureza e evolugdo dinamica dos
nanomateriais, as suas propriedades fisico-quimicas (intrinsecas e extrinsecas), ao seu
comportamento e efeitos ndo plenamente elucidados — é que emerge a mudanca de enfoque do
processo de avaliagdo/gerenciamento de risco tradicional (aplicavel a nanomateriais, apesar de
demandar um alto grau de adaptacdo e otimizacdo para comportar suas caracteristicas
diferenciadas), para um processo de governanca de risco de nanomateriais. Este baseia-se em
um conjunto de acbes de andlise (incluindo-se medidas de prevencdo, mitigacdo ou
transferéncia) e de comunicacdo do risco (estabelecidas a partir de conhecimentos advindos da
caracterizacdo e avaliacdo de seus potenciais perigos, magnitude de exposicdo e vias de
exposicdo relacionadas, transporte, destino da tecnologia e seus produtos) — resultantes a
conducdo de testes e benchamarking implementados ao longo do ciclo de vida do produto
(incluindo-se o cenario de exposicéo a longo prazo); sendo estruturado a partir de elementos
similares e fundamentais a governanca de risco, tais como a pré-avaliacdo de risco, preocupacgao
com risco/ avaliagdo de seguranca, avaliagdo de risco, gerenciamento de risco, tomada de
decisdo e monitoramento (ISIGONIS et al., 2020).

Contudo, conforme disposto pelos mesmos autores, a natureza emergente e as

importantes lacunas de conhecimento no campo da nanotecnologia, também desafiam a



131

evolugéo do processo de governancga de risco de nanomateriais, ainda hoje comprometida pela
auséncia de uma estrutura de gerenciamento de risco definida, de materiais de referéncia
certificados e controles positivos e negativos apropriados, diretrizes de teste oficiais para
caracterizacdo e avaliacdo de toxicidade (ISIGONIS et al., 2020; KROLL et al., 2009),
metodologias para compreensdo dos impactos sociais das nanotecnologias, estratégias
consensuadas para transferéncia de risco aceitavel decorrente dos nanomateriais, de
comunicacdo adequada entre as partes interessadas e a sociedade (ISIGONIS et al., 2020) — o
que inclusive perpassa pela necessidade de estruturacdo ontoldgica (ou seja, de nomenclaturas,
definicdes que favorecam a compreensdo e a comunicagdo inequivocas na area) (FADEEL et
al., 2007, 2018), assim como pelo viés de publicacdo e suas implicacBes na determinacao do
perfil de risco de nanomateriais (haja vista a tendéncia de se privilegiar estudos que demonstrem
algum efeito toxicolégico, em detrimento daqueles que ndo os evidenciam — o0 que num cenario
de importantes limitacGes metodoldgicas pode levar a distorgdes que gerem preocupacdes [ndo
necessariamente reais ou proporcionais]) — segundo Warheit & Donner (2015) e Som et al.
(2012).

4.25 Regulagédo

No que tange a regulacdo relacionada a nanotecnologia, essa encontra-se em processo
de construcdo, em especial, no ambito da Unido Europeia que, aos poucos, tém incorporado a
algumas de suas legislacdes setor-especificas defini¢cdes e requisitos relacionados a produtos de
base nanotecnoldgica.

Nesse cenario, a definicdo de nanomaterial emerge como ponto de destaque em 2011,
enquanto recomendacdo da Comissdo Europeia aos Estados membros do bloco. Segundo
Rauscher, Sokull-Kluttgen, Stamm (2013), tratar-se-ia de defini¢cdo direcionada aos setores
industrial e regulatdrio, sendo por isso, ampla e objetiva, ao basear-se no tamanho, como seu
principal parametro. Por seu carater geral e ndo-vinculativo, essa definicdo apenas balizaria a
instituicdo de definicbes mais precisas, baseadas em qualificadores ou critérios mais
especificos, a depender da categoria de produto a ser aplicada, inclusive no que se refere a casos
limitrofes.

Assim, apesar de ser um marco para a regulamentacdo de nanomateriais e cumprir seu

proposito de classificar um material como nanomaterial para fins regulatérios, a definicdo
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recomendada pela Comissdo Europeia ndo seria exaustiva, ja que ndo compreenderia as
sutilezas das propriedades nano-especificas expressas por materiais em nanoescala
(RAUSCHER; SOKULL-KLUTTGEN; STAMM, 2013). Propriedades essas também n&o
explicitamente consideradas pela definicdo firmada pelo regulamento europeu de dispositivos
médicos que, por ser a Unica até entdo estabelecida nesse ambito, passou a ser utilizada como
referéncia por outras jurisdi¢fes ao redor do globo, incluindo-se o Brasil, em processo final de
atualizacdo do principal regramento sanitario na area de dispositivos médicos, que incorpora
conceitos e diretrizes importantes a regulacdo da nanotecnologia em territério nacional.

Corroborando os resultados apresentados no capitulo de Avaliacdo de Seguranca
Bioldgica, Wacker; Proykova; Santos (2016) reiteram o minucioso processo de analise
requerido para dispositivos médicos constituidos por nanomateriais, essencialmente, norteado
pela conducdo de ensaios de caracterizacao, aplicaveis tanto ao nanomaterial empregado como
ao dispositivo médico [no contexto desta dissertacdo, ao material de uso em saude] no qual
esteja contido; e de testes de biocompatibilidade — a partir das metodologias analiticas
disponiveis e normas técnicas ISO aplicaveis, respectivamente. Praticas que vao ao encontro
das recomendacdes inscritas no documento SCENIHR (2015), quanto a necessaria e extensiva
caracterizagcdo fisico-quimica do nanomaterial empregado e sua avaliagdo toxicoldgica
(englobando avaliagfes de cenarios de exposi¢do, toxicocinética, e de desfechos toxicoldgicos
relevantes a avaliacdo de risco requerida).

Ademais, destaque pertinente a responsabilidade do fabricante em determinar a
possibilidade ou ndo de liberacdo de nanoparticulas do dispositivo durante sua aplicacdo e
tempo de contato no organismo, por ser esse um evento importante no contexto de analise e
gerenciamento de risco — perante a potencial biodistribuicdo e persisténcia do nanomaterial no
organismo, também foi realizado por Wacker; Proykova; Santos (2016), reforcando assim a
necessidade de uma avaliacdo bem planejada e pormenorizada, que seja capaz de contemplar
todo o ciclo de vida do produto e do nanomaterial nele contido, de modo a viabilizar a
identificacdo maxima de perigos, e por conseguinte, a adequada avaliacdo e efetivo manejo dos
riscos deles advindos.

Contudo, faz-se oportuno salientar que, apesar de se configurar como um cenario
teoricamente mapeado, esse carece de sistematizacao e ferramentas que viabilizem a superacéo
de importantes limitagdes de ordem pratica, que ao longo dos anos tém, ndo apenas
comprometido o avango da nanotoxicologia enquanto ciéncia, mas desafiado os sistemas
regulatorios globais que, frente a auséncia de terminologias, metodologias e metrologias
padronizadas pela area (KARAKUS; BILGI; WINKLER, 2020; WANG et al., 2012), [tém tido
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seu trabalho de revisdo e consolidacdo do conhecimento disponivel para estruturacdo e
alinhamento regulatorio dificultados], principalmente, pela auséncia de dados consistentes e
confiaveis — em geral obtidos por meio de protocolos convencionais sem que aspectos
metodoldgicos relevantes e caracteristicos dos nanomateriais sejam levados em consideracgéo,
tal como ocorre com seu potencial de interferéncia em ensaios de toxicidade (devido a
propriedade nano-especificas) e seu comportamento dindmico em ambiente bioldgico
(modulado pelas caracteristicas da proteina corona adsorvida a sua superficie) (KARAKUS;
BILGI; WINKLER, 2020).

Nesses sentido, o esfor¢co colaborativo e progressivo avango proporcionado por
iniciativas de ordem técnica e orientativa, como aquelas capitaneadas por instituicées como a
Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) que dispGe de diversas
diretrizes publicizadas no ambito de nanomateriais (SHIEKH et al., 2020), inclusive no que diz
respeito a seguranca de nanomateriais manufaturados; pela Organizacdo Internacional de
Padronizacio (ISO)?, bastante conhecida pela comunidade regulatoria por fornecer uma ampla
variedade de normas técnicas, inclusive relacionadas a nanotecnologia, nanomateriais e sua
seguranca; e pela Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM)?*, também dedicada ao
suporte nos dominios da caracterizacdo e padronizacdo (WANG et al., 2012) tém
desempenhado papel chave na sistematizacdo do conhecimento, no processo de convergéncia
normativa internacional, além de contribuir sobremaneira para 0 amadurecimento da légica
regulatoria global a ser implementado na regularizacdo de produtos de base nanotecnoldgica —
0 que ndo se confunde com o estabelecimento de requisitos regulatdrios estanques, haja vista
que cada tipo de nanomaterial [a depender de sua aplicagdo, finalidade, caracteristicas]
requerera uma abordagem distinta, pautada pelo conhecimento constituido e em constante
processo de construcdo (FORLONI, 2012).

Nesse sentido, a analise pré-mercado/pré-registro perpassaria, segundo Forloni (2012),
pela revisdo de informac0es relacionadas as propriedades intrinsecas e aplicagdo desejada, a
disponibilidade de informagdes toxicoldgicas de materiais analogos [caso aplicavel, e a ter sua
similitude devidamente evidenciada], ao potencial de exposicdo, aos reais riscos e beneficios
advindos do uso de novos nanomateriais — para que a partir do conjunto de elementos
apresentados e avaliados, deliberacdo sobre sua suficiéncia ou necessidade de investigagio mais
aprofundada (pela conducéo de estudos especificos e complementares) possa ser manifestada

pela autoridade sanitéria.

23 QOriginal: International Organization for Standardization (1SO).
24 Original: American Society for Testing and Materials (ASTM)
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4.2.6 Desafios Nanotoxicoldgicos e a Nanotoxicologia Preditiva

Por se tratar de uma subérea critica e relativamente recente, especialmente, no &mbito
da Nanomedicina, a Nanotoxicologia tem se deparado com desafios importantes relacionados
a insuficiéncia e inadequabilidade de métodos de teste convencionais as especificidades
nanotecnoldgicas dos materiais em nanoescala (BHATTACHARJEE; BRAYDEN, 2015;
GEORGE et al., 2015; HAYNES, 2010; HIRANO, 2009; LEE, 2011; “Of mice and men”,
2009; OSTROWSKI et al., 2009; SHVEDOVA; PIETROIUSTI; KAGAN, 2016) — que véao
desde:

a) suas caracteristicas fisico-quimicas Unicas, com impacto direto sobre seu
comportamento em termos bioldgicos e de toxicidade deflagrada (ARORA; RAJWADE;
PAKNIKAR, 2012; DE MATTEIS; RINALDI, 2018; GEBEL; MARCHAN; HENGSTLER,
2013; HAMMAD; BOLT, 2014; HOBSON, 2016), inclusive em relacdo a equipamentos e
componentes de teste, provocando interferéncias e erros de leitura com reflexo nos resultados
obtidos (ALKILANY et al., 2016; AZHDARZADEH et al., 2015; LEE, 2011);

b) a necessidade de desenvolvimento de modelos realistas que mimetizem as condicoes
biologicas de exposicéo e interagdo (AKCAN et al., 2020);

c) a auséncia de protocolos de teste adequados, padronizados, sistematicamente
validados e disseminados (inclusive no que tange a defini¢do de controles positivos e negativos
adequados e a adocdo de dosimetrias realistas, cuja relacdo dose-resposta suporte a
caracterizacéo de eventual perigo) (AKCAN et al., 2020; ARORA; RAJWADE; PAKNIKAR,
2012; AZHDARZADEH et al., 2015; CLIFT; GEHR; ROTHEN-RUTISHAUSER, 2011;
DROBNE, 2007; FAN; ALEXEEFF, 2010; GEORGE et al., 2015; HAYNES, 2010; LEE,
2011; LISON; VIETTI; VAN DEN BRULE, 2014; YANG et al., 2020) — que produzam
resultados mais assertivos, reprodutiveis, comparaveis entre laboratorios e transponiveis a
condigOes reais de exposi¢cdo humana (CLIFT; GEHR; ROTHEN-RUTISHAUSER, 2011,
HAMMAD; BOLT, 2014; KRUG; KRAEGELOH, 2020; “Of mice and men”, 2009);

d) até a necessidade de infraestrutura apropriada a deteccdo, caracterizacao,
quantificacdo e mensuracdo de nanomateriais em matrizes complexas, bem como ao
desenvolvimento de materiais de referéncia (ARORA; RAJWADE; PAKNIKAR, 2012;
DROBNE, 2007; FAN; ALEXEEFF, 2010; GEORGE etal., 2015; HIRANO, 2009) — haja vista

a auséncia de ferramentas adequadas, bem como inconsisténcia entre os varios metodos de
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mensuracdo disponiveis e a auséncia de comparabilidade de resultados entre alguns deles
(AZHDARZADEH et al., 2015; BHATTACHARJEE; BRAYDEN, 2015).

Confluéncia de fatores que vem dificultando a compreensao de varidveis de risco, de
fato, relacionadas & exposicdo do organismo humano a nanomateriais, e por conseguinte, a
prépria condugdo de avaliagbes de seguranca bioldgica sob bases cientificas sélidas e
consistentes.

Autores como Clark; White; Silbergeld (2011), Forest; Hochepied; Pourchez (2019),
Ozel, et al (2014), Shatkin & Ong (2016) e Pikula et al. (2020) de ha muito apontam para a
inviabilidade da abordagem de analise de risco caso a caso, a partir de testes e avaliagdes
individualizadas, sob bases in vitro e in vivo — frente & diversidade de nanomateriais existentes
e futuros (SHVEDOVA,; PIETROIUSTI; KAGAN, 2016), bem como pelas proprias limitacdes
metodoldgicas ja enfrentadas e ainda hoje persistentes, tais como a auséncia de padronizagao
nos ensaios e divergéncia de resultados entre estudos, por dificultarem a comparabilidade de
resultados e a identificacdo de fatores potencialmente relacionados a riscos e perigos
aumentados.

Nesse sentido, esforcos direcionados ndo apenas ao aprimoramento e/ou
desenvolvimento de métodos de teste in vitro apropriados a avaliacdo nanotoxicoldgica
(AZHDARZADEH et al., 2015; HUSSAIN et al., 2015), mas ao avan¢o de metodologias in
silico (de natureza preditiva, também conhecidos como métodos ndo-teste) para superacao das
limitacbes metodoldgicas enfrentadas e melhor compreensdo mecanistica das propriedades
nano-especificas e de potenciais riscos relacionados (tais como persisténcia, estabilidade,
decomposi¢do ou aglomeracdo, solubilidade, degradacdo (KALANTARI, 2015) ) tém sido
empreendidos e, por oportuno, impulsionados pelo cenario de discussdes éticas relacionadas a
reducdo da experimentacdo animal e ao desenvolvimento e difusdo de métodos alternativos
alinhados ao principio dos 3Rs (BURDEN et al., 2017; CLIFT; GEHR; ROTHEN-
RUTISHAUSER, 2011; DE MATTEIS; RINALDI, 2018; FADEEL; ALENIUS;
SAVOLAINEN, 2013; GEORGE et al., 2015; KRAEGELOH, 2018; LEHR et al., 2011;
MILOSEVIC; ROMEO; WICK, 2020; PIKULA et al., 2020; SHATKIN; ONG, 2016), com
vistas ao alcance de avaliagbes nanotoxicologicas mais compreensivas e sustentaveis, e por
conseguinte, de nanomateriais mais seguros ‘safer-by-design” (BURDEN et al., 2017;
CLARK; WHITE; SILBERGELD, 2011; SHATKIN; ONG, 2016).

Sob essa perspectiva, cumpre pontuar que, a idealizacdo da nanotoxicologia preditiva,
como ferramenta de otimizacao das analises toxicoldgicas e de estimativas de risco relacionadas

a nanomateriais de interesse durante seu ciclo de vida, inclusive sob a forma de produto,
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remonta a meados dos anos 2000 (DE MATTEIS; RINALDI, 2018; DROBNE, 2007), quando
crescimento exponencial no nimero de publicagfes em nanotoxicologia passou a ser observado
e, simultaneamente, vinculado ao baixo nivel de evidencia dos experimentos reportados, seja
pela falta de correlagdo entre resultados obtidos entre testes in vitro e in vivo, seja pela
apresentacédo de resultados divergentes (ALKILANY et al., 2016; AZHDARZADEH et al.,
2015; BHATTACHARIJEE; BRAYDEN, 2015; FADEEL; ALENIUS; SAVOLAINEN, 2013;
FAN; ALEXEEFF, 2010; FISCHER; CHAN, 2007; GEORGE et al., 2015; KRUG, 2018;
OSTROWSKI et al., 2009; RIVERA GIL et al., 2010) — provavelmente, explicados pela
variabilidade metodoldgica dos ensaios utilizados, pela limitada compreensao das propriedades
fisico-quimicas dos nanomateriais e de sua repercussdo em sistemas biolégicos complexos, bem
como pela multifatorialidade relacionada a nanotoxicidade (influenciada por fatores intrinsecos
aos nanomateriais e por fatores experimentais) (BHATTACHARJEE; BRAYDEN, 2015;
BURDEN et al., 2017; CLARK; WHITE; SILBERGELD, 2011; FISCHER; CHAN, 2007,
MILOSEVIC; ROMEO; WICK, 2020; OOMEN et al., 2014).

Realidade que por um lado, alavancou o interesse pelo desenvolvimento e aplicacédo de
métodos preditivos, com vistas a obtencdo de dados Uteis e confidveis; mas que por outro,
limitou seu avanco, justamente, pela indisponibilidade de um montante expressivo de dados
qualificados, necessarios & obtencdo de predi¢oes confiaveis (FAN; ALEXEEFF, 2010) — o que
tem atrasado sobremaneira o desenvolvimento de abordagens preditivas robustas e amplamente
difundidas, e por conseguinte, comprometido sua aceitabilidade, como modelos regulatorios
adequados a avaliacdo de risco (BURDEN et al., 2017; GAJEWICZ, 2017; MILOSEVIC,;
ROMEO; WICK, 2020).

Dentre as abordagens computacionais de natureza preditiva, atualmente, disponiveis e
aplicaveis no ambito da nanotoxicologia, destacam-se os modelos do tipo read across (leitura
cruzada), arvores de decisdo e QSAR — conhecido como modelo de anélise quantitativa das
relacdes estrutura-atividade (FOREST; HOCHEPIED; POURCHEZ, 2019) e, considerado o
mais bem-sucedido para predi¢do de propriedades bioldgicas de nanomateriais em ambientes
complexos e diversos, por se basear no uso de estatistica e algoritmos de aprendizado de
maquinas para modelar relacGes entre a estrutura do material, propriedades moleculares,
proveniéncia e outros parametros, além de seus efeitos biolégicos (AFANTITIS et al., 2020;
KRUG; KRAEGELOH, 2019; OKSEL et al., 2017; TANTRA et al., 2015); sendo também
utilizado para derivar estratégias de design de nanomateriais mais seguros (KRUG,;
KRAEGELOH, 2019; SHATKIN, 2020).
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Conforme asseverado por Gajewick (2017), Oksel et al (2017) e Winkler (2016), o
modelo QSAR tenta ligar os dados de atividade biologica com descritores moleculares tedrica
ou experimentalmente derivados, razdo pela qual requer dados experimentais sistematicos e
suficientemente numerosos, assim como descritores adequados e numericamente relevantes
para expressar a variabilidade de estruturas quimicas e identificar caracteristicas-chave
relacionadas a toxicidade do nanomaterial avaliado — condicdes nao plenamente alcancadas, e
por isso tidas como limitantes a aplicacao disseminada desse tipo de abordagem (WINKLER et
al., 2012).

Outra estratégia interessante e que tem ganhado espaco no dominio da nanotoxicologia
preditiva é a abordagem de leitura cruzada, por seu potencial em preencher lacunas de
conhecimento existentes para analise de risco sob uma perspectiva regulatéria. Trata-se de um
método cujo pressuposto base € a similaridade estrutural entre compostos e a hipdtese de que
essa similaridade se reflita em similaridade bioldgica (atividade e resposta bioldgica, inclusive
em termos de toxicocinética e toxicodindmica) — o que requer a analise de variaveis fisico-
quimicas e mecanisticas relevantes ao desfecho objeto de interesse (GAJEWICZ, 2017;
LAMON et al., 2019; WINKLER, 2016). Sua utilizacdo viabiliza o agrupamento de
nanomateriais, a priorizacdo de testes em cenarios de exposi¢cdo importantes, ou mesmo de
conjuntos de nanomateriais para avaliacdo futura (FELIU; FADEEL, 2010; LAMON et al.,
2019; OOMEN et al., 2014). Para o caso de agrupamentos para desfechos de perigo, as
similaridades precisam ser devidamente justificadas, o que pode ser apoiado e otimizado por
métodos computacionais (LAMON et al., 2019).

Segundo Fadeel (2015), também figura como referéncia promissora, a biologia dos
sistemas — modelo matematico e computacional de sistemas bioldgicos complexos, traduzido
por plataformas tecnologicas do tipo “omics” (transcriptomics, proteomics, metabolomics e
epigenomics) capazes de nao s6 obter conjuntos de dados complexos, mas de explora-los e
assim, contribuir para o desenvolvimento de modelos quantitativos que descrevam o sistema
bioldgico e sua resposta a perturbac@es individuais (FADEEL, 2015; FADEEL et al., 2018;
RIEBELING et al., 2017).

Sob a otica de autores como Costa & Fadeel (2015) e Riebeling et al. (2017), por sua
abordagem compreensiva, as técnicas omics teriam capacidade de triar multiplos desfechos em
um Unica corrida analitica, independente da avaliacdo proposta (se de genes, proteinas,
metabolitos), por seu enfoque em mudangas a nivel molecular. Cumpre, por oportuno, salientar
a proeminéncia conferida a metabolémica, apontada por LV et al. (2015) como escolha ideal

para investigagdes relacionadas as interagcdes nanoparticula-organismo em diferentes niveis
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moleculares por fornecer uma leitura funcional do estado celular — manifesto por padrdes de
expressao alterados de pequenas moléculas rastredveis a partir de uma abordagem de sistemas
— viabilizando assim, a construcdo da associacdo mecanistica entre padrdes metabodlicos
alterados e toxicidade induzida por nanoparticulas, ou seja, 0 mapeamento das vias metabolicas.

Outra possibilidade preditiva em ascensao, considerada por Clift, Jenkins, Doak (2020),
Hussain et al. (2015), Mahto et al. (2014), Milosevic, Romeo e Wick (2020) e Shatkin & Ong
(2016), refere-se aos modelos alternativos in vitro avangados, instituidos a partir de linhagens
celulares humanas correspondentes ao 6rgao que se deseja avaliar os impactos toxicoldgicos de
exposicdo ao nanomaterial, para que mimetizem sua estrutura, funcionamento e resposta —
mostrando-se, portanto, como estratégias viaveis ao principio dos 3Rs, que visa em ultima
analise a substituicdo de experimentos em animais. Nesse contexto, modelos de sistemas
multicelulares, modelos 3D “culturas 0Oides” e estabelecidos sob condigdes fisiologicas
relevantes (em termos de acondicionamento, suprimento e fluidica) assumem destaque, sendo
a estrutura AOP (adverse outcome pathway)? ferramenta importante na predicdo oferecida por
esse tipo de modelo. Segundo Chen et al (2018), sob uma abordagem integrada, essa estrutura
viabilizaria a elucidacdo de mecanismos toxicologicos, podendo inclusive ser associada a
modelos computacionais e ferramentas de triagem de alto rendimento in vitro para uma
avaliacdo de risco mais célere, assertiva, factivel e sustentavel ao crescente nimero de
nanomateriais desenvolvidos.

Contudo, apesar de se constituir como uma abordagem promissora e toxicologicamente
realista a superacao de varios desafios atuais nas avaliagdes quimicas e de seguranga nano-
especificas, em franco progresso nos ultimos anos, a estrutura AOP ainda precisa trilhar um
longo caminho até a aceitacdo, confiabilidade e por oportuno, substituicdo dos testes realizados
em animais por abordagens ndo-animais (EDE et al., 2020).

Por todo esse cenario, acdes como maior padronizacdo em todos os estagios dos estudos
de toxicidade (desde os materiais de partida até os desfechos estabelecidos), caracterizacdo
fisico-quimica apropriada, desenvolvimento de materiais de referéncia padronizados para
conducdo dos testes de toxicidade, estudos desenhados especifica e sistematicamente para
avaliar o papel das propriedades fisico-quimicas no comportamento dos nanomateriais e nas
suas interacdes bioldgicas, sob condi¢bes diversas para que variagdes nas propriedades dos
nanomateriais também possam ter seus impactos avaliados (CLARK; WHITE; SILBERGELD,

2011) — sdo apontadas como imperativas ao avango e consolidacdo do conhecimento

% Tradugio nossa: Adverse Outcome pathway (AOP) = Via de Resultado Adverso.
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nanotoxicol6gico, bem como das metodologias computacionais nesse campo, ainda em
progressao devido a relativa escassez (qualitativa e quantitativa) de dados experimentais
confiaveis relacionados a resposta bioldgica deflagrada por nanomateriais (AFANTITIS et al.,
2020; BANARES et al., 2017; FOREST: HOCHEPIED; POURCHEZ, 2019; LAI, 2015;
MILOSEVIC; ROMEO; WICK, 2020; SHATKIN; ONG, 2016), mas bastante promissoras a
compreensdo do impacto das nanoparticulas nos niveis molecular, celular, tecidual, de 6rgaos
e sistemas e, dos efeitos biologicos chave por elas desencadeados (BANARES et al., 2017;
OKSEL et al., 2017).

Para Burden et al. (2017).; Forest, Hochepied, Pourchez (2019) e Shatkin & Ong (2016)
as abordagens in silico teriam potencial para substituicdo parcial das abordagens convencionais
e composicdo de estratégias de avaliacdo integrada (baseadas na combinacdo de dados ja
existentes, testes experimentais e ferramentas analiticas, constituindo-se assim em abordagem
de teste em camadas) e do tipo peso de evidéncia no longo prazo, para tomada de decisdes sobre
riscos e perigos com o objetivo de minimizar a necessidade de testes para cada nano formulagéo
— realidade plenamente concebivel e desejavel em uma conjuntura regulatéria pressionada pelo
advento de novos e diversos nanomateriais, pela auséncia e/ou incompletude de dados de
caracterizacdo, pela notdria variabilidade de nanobioensaios, pela falta de padronizacdo em
nomenclatura, métricas e materiais (FAN; ALEXEEFF, 2010; KRUG, 2018; KRUG;
KRAEGELOH, 2020; LISON; VIETTI; VAN DEN BRULE, 2014; SHATKIN, 2020).

Ademais, melhoria na qualidade das publicacdes associada ao reporte de informacdes
béasicas relevantes como — adequada caracterizacao de propriedades fisico-quimicas e sistema-
dependentes importantes para apoiar as conclusdes dos estudos, dose avaliada e medida de dose
empregada, descricdo detalhada do protocolo de exposicao, exclusao de possiveis interferéncias
e inclusdo de controles positivo e negativo apropriados, descricdo apropriada dos algoritmos e
métodos utilizados na andlise de dados (AZHDARZADEH et al., 2015; KRAEGELOH, 2018;
KRUG, 2018; KRUG; WICK, 2011; MARCHESE ROBINSON et al., 2016); e principalmente,
consideracdo e anélise de aspectos cruciais a interpretacdo congruente de achados obtidos em
estudos nanotoxicologicos, como — avaliagdo de impurezas/substancias quimicas residuais
provenientes do processo de sintese das nanoparticulas, enquanto potencial fonte de toxicidade;
correlacdo entre a dosagem testada in vitro e aquela a ser administrada in vivo, associadas a
consideracao de fatores como a dispersdo de nanoparticulas em meio fisioldgico, a velocidade
de difusdo ou sedimentacdo na avaliacdo de captura intracelular; tipo celular utilizado nos
ensaios in vitro (frente a variagédo de resposta celular a uma mesma nanoparticula, a depender

do tipo, momento do ciclo, perfil de captura e densidade celular) e sua dimensionalidade
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(considerando a limitacdo de culturas de células 2D em termos de estrutura e funcionalidade
teciduais); alteracOes das caracteristicas e propriedades de superficie provocadas pela adsorcéo
de “proteina corona” e seu impacto sobre a nanobiointeragao, alteragao da estabilidade coloidal
em meio bioldgico por influéncia do meio utilizado e local de exposi¢do, ocorréncia de
agregacdo, com alteracdo de comportamento e penetrabilidade do nanomaterial (ALKILANY
et al., 2016; AZHDARZADEH et al., 2015; HUSSAIN et al., 2015; LISON; VIETTI; VAN
DEN BRULE, 2014; MARCHESE ROBINSON et al., 2016; RIVERA GIL et al., 2010) —
sinalizam para a premente necessidade de melhores préticas, traduzidas pela ado¢éo de critérios
e controles de completude e qualidade para verificagdo e aceitacdo da literatura cientifica, o que
invariavelmente perpassa pela disponibilizacdo de informag6es minimas relevantes, bem como
pela padronizacdo e harmonizacdo de protocolos para que os efeitos observados sejam
corretamente compreendidos e estimados quanto a sua gravidade (HUSSAIN et al., 2015;
KRUG, 2018; MARCHESE ROBINSON et al., 2016; YANG et al., 2020).

Isso porque, o corpo de evidéncia sobre o qual a Nanotoxicologia se consolidou, foi em
grande parte construido sob bases limitadas, a partir de estudos em modelo in vitro — conduzidos
sob uma variedade de modelos cujos efeitos toxicologicos ndo foram, em sua maioria, validados
por modelos in vivo; marcados pela escassez de controles ou nanomateriais de referéncia
disponiveis para conducdo de estudos nanotoxicolégicos (HUSSAIN et al., 2015); bem como
pela variabilidade e ndo reprodutibilidade dos métodos de caracterizacdo empregados;
inconsisténcia dos nanomateriais disponiveis para estudo (variacdes lote a lote importantes
relacionadas a caracteristicas como tamanho, forma, propriedades de superficie, desvios na
descricdo contida na rotulagem); dados majoritariamente baseados em nanomateriais de
primeira geracdo (nanomateriais passivos e nanoestruturas), nem sempre extrapolaveis a
tecnologias mais avangadas que, provavelmente, demandardo o desenvolvimento de métricas e
métodos mais apropriados (SHATKIN, 2020); incertezas quanto a métrica de dose apropriada
(massa, area de superficie, concentragdo de particulas); dificuldade na deteccdo e quantificacdo
de nanomateriais em tecidos; mudanca nas propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais com
0 tempo, manuseio e ambientes biologicos de exposicdo; escassez de dados de exposicédo a
longo prazo (ARORA; RAJWADE; PAKNIKAR, 2012; GEBEL; MARCHAN;
HENGSTLER, 2013; KRUG; WICK, 2011; OSTROWSKI et al., 2009) — condi¢bes que em
conjunto ndo podem ser desconsideradas num contexto de andlise e interpretacdo critica de
resultados.

Nesse sentido, iniciativas baseadas na instituicdo de sistemas para organizacao,

armazenamento e compartilhamento de informacbes abertas e suficientemente amplas
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(CLARK; WHITE; SILBERGELD, 2011) e na consolidagdo de bibliotecas de dados de
caracterizacdo fisico-quimica e de desfechos biologicos relevantes, tal como a plataforma
NanoSolvelT (ainda em desenvolvimento) tornar-se-iam ferramentas Uteis a superacdo de
dificuldades enfrentadas tanto na avaliagdo de risco de nanomateriais, essencialmente, baseada
em dados provenientes de analises in vitro e in vivo convencionalmente realizadas; quanto
naquelas relacionadas aos persistentes desafios ligados as avaliacBes de longo prazo, sob
condicbes de exposicdo a baixas doses e a impactos bioldgicos de nanomateriais
multicomponentes — por se constituirem como subsidio & abordagem preditiva in silico, frente
ao seu potencial para avaliacbes complexas e em ambientes diversos, ideal a conducdo de
avaliacdo de risco compreensiva e ao progresso da pesquisa em nanosseguranca (AFANTITIS
etal., 2020; LAI, 2015; MAOJO et al., 2012; PIKULA et al., 2020).

Evidencia-se, portanto, que, o desenvolvimento de métodos in silico para apoiar a
avaliacdo de risco e a tomada de decisdo regulatdria baseada em risco, assim como para otimizar
0 processo de manufatura para assistir o design de produtos ou materiais mais seguros revela-
se como tendéncia importante e necessaria ao acompanhamento e progressdo nanotecnologica,
especialmente, em termos de seguranca. Para tanto, essas metodologias devem buscar e seguir
0s mais altos e amplamente aceitos padrées de qualidade, o que necessariamente inclui
processos de validacdo interna (para avaliagdo da acuracia da predicdo com base no conjunto
de dados empregados) e externa (para avaliacao da confiabilidade e aplicabilidade do modelo),
enguanto etapas decisivas a determinacdo do verdadeiro poder preditivo do modelo, premissa
ainda ndo alcancada pela maioria dos modelos nano-QSAR, conforme disposto por Gajewicz
(2017), Oksel et al. (2017) e Tantra et al. (2015) — motivo pelo qual sua implementacdo
enquanto ferramenta preditiva valida e aceita internacionalmente ainda levara algum tempo
(TANTRA et al., 2015).

Conforme asseverado por Winkler (2016), apesar do progresso alcangado nos Gltimos
anos, ainda ha um longo caminho a ser percorrido antes que se possa fornecer aos reguladores
dados de alta qualidade, modelos preditivos validados, detalhes mecanisticos elucidados e

ferramentas para suporte a decisdes sobre nanomateriais de aplicacdes diversas.
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43 ANALISE E REFLEXOES A LUZ DAS PERGUNTAS NORTEADORAS
PROPOSTAS PELA REVISAO DE ESCOPO

A partir dos achados de literatura obtidos por meio da revisdo de escopo realizada,
baseada em estratégia de busca estruturada, mas balizada por critérios de elegibilidade
extensivos, pela prépria natureza e finalidade do tipo de revisdo proposta, dedicada ao
mapeamento de escopo tematico amplo — pbéde-se constatar seu alinhamento as disposicoes
constantes em publicacGes, documentos/diretrizes e normas técnicas relacionados a avaliacdo
de seguranca bioldgica de dispositivos médicos de base nanotecnolégica identificados pela
estratégia de busca livre implementada inicialmente.

Nesse sentido, tomando-se como referéncia a perspectiva regulatoria de analise de
seguranca bioldgica implementada no ambito de dispositivos médicos, bem como as
especificidades nanotecnoldgicas descritas pela ampla literatura consultada (de escopo geral e
especifico ao contexto de aplicacdo biomeédica, com enfoque em dispositivos medicos de base
nanotecnologica enquadrados na categoria “materiais de uso em saude”) — foram identificadas
importantes peculiaridades a serem observadas na conducdo da avaliagdo de seguranca
bioldgica de dispositivos médicos de base nanotecnolédgica em relagdo a avaliagdo comumente
realizada para fins de regularizacdo de dispositivos médicos, de modo geral, com vistas a
obtencdo de resultados confiaveis e assertivos.

Conforme ja apresentado e a seguir evidenciado, pode-se dizer que a avaliagdo de
seguranca bioldgica de dispositivos médicos de base nanotecnoldgica se diferencia da avaliacao
ordinaria em termos:

- metodoldgicos (frente a necessidade de adequacbes dos métodos existentes, a
inaplicabilidade de alguns deles a avaliacdo de nanomateriais, & necessaria conducdo de
diferentes testes destinados a avaliagdo de um mesmo desfecho para interpretacdo apropriada
dos achados identificados e exclusdo de potenciais interferéncias);

- procedimentais (por ainda carecer de padronizagfes em relacdo a determinacédo de
materiais de referéncia, a inclusdo de controles positivo e negativo, preparo de amostra,
conducdo de analises fisico-quimicas compreensivas — que considerem 0 nanomaterial
sintético, incorporado ao dispositivo médico acabado e sob condi¢Ges que mimetizem o
ambiente bioldgico de exposicao, inclusive para identificacdo de perigos relacionados ao seu

comportamento em diferentes perspectivas e apresentacdes);
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- e a nivel de testes — considerando-se a conducdo de avaliacBes mais especificas e
extensivas que aquelas comumente observadas no contexto de dispositivos médicos regulares,
tais como analise fisico-quimica, morfoldgica e topografica (quando aplicavel); liberacdo de
lixividveis; toxicocinética; toxicidade sistema-especifico (caso aplicavel); pirogenicidade;
imunotoxicidade e degradacéo.

No gue tange aos desafios relacionados a avaliacdo de seguranca bioldgica no contexto
nanotecnoldgico, esses se confundem com as limitagdes metodoldgicas resultantes a
inespecificidade dos métodos empregados na andlise de nanomateriais, apesar de também
imbricados a evolucdo do conhecimento em nanotecnologia, ainda em construcéo e, por isso,
cheio de lacunas — condi¢do que inclusive tem comprometido o avango de estratégias para o
seu manejo, ha muito centradas no desenvolvimento da nanotoxicologia preditiva, ainda restrita
a modelos ndo validados e dependentes de insumos cientificos qualificados e que estejam
disponiveis em larga escala, o que ndo encontra ressonancia no crescente e vultoso nimero de
publicacGes realizadas no campo da nanotoxicologia, em sua maioria, de qualidade limitada por

déficits metodoldgicos e de reporte.

4.3.1 Como os desafios regulatorios relacionados a avaliagcdo de seguranca biologica aplicada
a dispositivos médicos categorizados como materiais de uso em salde de base

nanotecnoldgica se diferenciam em relacdo ao contexto de analise regular?

Por se tratar de um campo emergente, multidisciplinar e dindmico, cujo conhecimento
encontra-se em constante evolugdo, a Nanotecnologia impde importantes desafios a regulacéo
sanitéria, frente aos riscos ndo plenamente conhecidos e, mesmo incertos, especialmente, no
ambito da salde humana. Realidade que tem direcionado o debate e as preocupacfes
regulatorias ao potencial toxicoldgico de nanomateriais contidos nas mais diversas categorias
de produtos, dentre as quais se incluem os dispositivos medicos enquadrados como materiais
de uso em saude.

Questdo relevante e que, ainda hoje, repercute na pratica regulatéria global, ndo s6 na
area de dispositivos médicos de base nanotecnoldgica, € a auséncia de terminologias e
definicbes harmonizadas que favorecam a compreensdo e consolidacdo de entendimentos

inequivocos a respeito do que sejam nanomateriais e termos a eles relacionados. Condicao
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facilmente evidenciada pela lacuna regulatéria manifesta por e entre as diversas jurisdigdes —
resultante a auséncia de defini¢bes ou disposi¢des nano-relacionadas em regulamentos ou guias
orientativos; ou pelas disparidades existentes entre 0s conceitos adotados, seja no ambito das
normas ISO dedicadas a tematica Nanotecnologia e do regulamento europeu de dispositivos
médicos (MDR), seja do entendimento manifesto pela FDA, por meio da publicizacdo de
diretrizes finais a industria sobre produtos que envolvam a aplicacéo de nanotecnologia — e que
sujeita o setor regulado ao Onus de se adequar ao cumprimento de requisitos normativos
variaveis, ndo expressamente estabelecidos, e por isso ndo alinhados entre as diferentes
jurisdicdes.

Contudo, faz-se necessario ponderar que a grande diversidade e variabilidade de
nanomateriais, bem como de suas potencialidades em termos de aplicacéo, rotas de exposicao,
apresentacéo (livre, fixo, incorporado) e propriedades manifestas nos produtos que os contém,
associadas as lacunas de conhecimento ainda existentes no campo da nanotecnologia —impdem
dificuldades ndo apenas ao estabelecimento e consolidacdo de uma ontologia completa e
suficientemente abrangente, mas também a determinacdo de requisitos nano-especificos
minimos, que sejam amplamente aplicaveis a materiais de uso em saude de base
nanotecnoldgica (também bastante diversos), bem como harmonizados entre as diferentes
autoridades regulatdrias — aspecto que também perpassa pela indisponibilidade técnica de
infraestrutura, recursos e/ou solu¢bes metodoldgicas e metroldgicas apropriadas as demandas
apresentadas.

Tal conjuntura, de certa forma, acaba por justificar a realidade regulatéria global, ao
mesmo tempo que sinaliza para a necessidade de avango, pelo menos em termos de elucidacéo,
direcionamento e orientacdo regulatéria, a partir do conhecimento progressivamente gerado —
contexto que inclusive motivou o propdsito deste trabalho: apresentar diretrizes regulatdrias
base a avaliacdo de seguranca biolégica de dispositivos médicos enquadrados como materiais
de uso em saude de base nanotecnoldgica, a partir do conhecimento corrente.

Outro desafio importante relaciona-se a baixa disponibilidade de dados
nanotoxicologicos qualificados, a despeito do crescente e ja vultoso niumero de publicacdes no
campo da Nanotoxicologia, que ainda carece de metodologias analiticas e experimentais
adequadas, padronizadas e validadas para avaliagdo toxicoldgica de nanomateriais (FOULKES
et al., 2020), bem como de reporte detalhado dos procedimentos executados — conjungéo de
fatores que tem comprometido a reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados gerados, que
acabam tendo sua aplicabilidade para fins regulatorios limitada. Realidade essa que pode ser

explicada, em partes, pelo fato de as pesquisas em nanosseguranga serem predominantemente
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orientadas “para ciéncia” e ndo “para regulagdo” — que requer dados bem definidos,
padronizados, reprodutiveis, confiaveis e intercambiaveis (TEUNENBROEK; DIJKZEUL,;
BAKE, 2017).

Ademais, a propria capacidade inventiva aplicada a geragdo de novos nanomateriais,
cada vez mais complexos desafia a consolidagcdo de uma compreensdo mais sofisticada quanto
a interacdo bioldgica desses materiais, com vistas a antecipacao e reducdo de potenciais efeitos
danosos (TEUNENBROEK; DIJKZEUL; BAKE, 2017); assim como a propria adequabilidade
das técnicas e metodologias disponiveis para avaliacdo desses nanomateriais, que podem requer
o0 desenvolvimento de novos métodos.

Outro aspecto pontuado por Jagiello et al. (2017) refere-se as limitagdes inerentes a
avaliacdo de seguranca bioldgica de dispositivos méedicos, de modo geral, amparada por testes
majoritariamente in vivo que, inclusive podem n&o refletir os reais efeitos observados no
organismo humano; por testes aplicaveis a substancias convencionais e que ndo levam em
consideracdo caracteristicas especificas de materiais inovadores e; que [apesar de
implementada sob uma perspectiva de risco] ainda carece de um processo de tomada de decisdo
associado ao gerenciamento de risco, a ser desenvolvido futuramente. Outrossim, ensaios in
vitro tradicionais também tém se mostrado inadequados a avaliagcdo de nanomateriais que por
suas caracteristicas fisico-quimicas podem interagir com reagentes, interferir nos mecanismos
de deteccdo e impactar a leitura e interpretacdo de resultados (FOULKES et al., 2020;
SIEGRIST et al., 2019).

A escassez de dados relacionados as vérias fases do ciclo de vida do nanomaterial é
outro aspecto sinalizado por Teunenbroek, Dijkzeul, Bake (2017), haja vista sua importancia
tanto para identificacdo de transformacdes ocorridas ao longo do tempo de exposi¢do, como de
testes de seguranca biologica especificos e necessarios a compreensdo dos fenémenos de
mudanca e suas potenciais repercussdes no organismo.

Outras questdes ndo resolvidas em relacdo aos testes de seguranca bioldgica,
relacionam-se a escassez de ensaios adequados e realistas para estabelecer a natureza das
nanoparticulas liberadas, a falta de metodologia para determinar a distribuicdo das
nanoparticulas liberadas (estudos toxicocineticos) [e seu potencial para acimulo], a falta de
modelos in vitro realistas para identificacdo de perigos relacionados a nanobiomateriais
conforme a rota de exposi¢édo (inalacdo, injecdo, dérmica) e a duracdo do contato (toxicidade
aguda e cronica) (JAGIELLO et al., 2017).

Essa realidade expde as persistentes lacunas de conhecimento relacionadas a

caracterizacdo de nanomateriais, bem como aos seus mecanismos bioldgicos, modos de acéo e
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toxicocinética no organismo humano; e reforca a necessidade de avango nos processos de
sistematizacdo, padronizacao e validacdo metodologicas com vistas a superacdo de artefatos,
interferéncias e eventuais confundidores, para obtencéo de resultados confiaveis e reprodutiveis
que contribuam para o progresso de abordagens do tipo peso de evidencia (baseada em anélise
comparativa entre estudos) e preditiva, baseada em métodos in vitro e in silico — fundamentais
em um cenario de evolucgdo e crescente diversidade de nanomateriais, além de estratégicas ao
processamento conjunto e integrado de dados rumo a uma perspectiva futura de analise por
agrupamento ou categorizagdo de nanomateriais que viabilize a racionalizagéo e otimizagéo de
recursos — mas também para a melhoria geral da qualidade e completude das evidéncias
geradas.

Por fim, sobre os testes de avaliacdo de seguranca bioldgica (previstos pela série 1SO
10993) e sua aplicacdo a materiais de uso em salde que contenham ou sejam constituidos por
nanomateriais, cumpre destacar alguns peculiaridades e aspectos relevantes a serem
considerados, enquanto desafios, quando da sua escolha e consecucao:

- Teste de Citotoxicidade: recomenda-se a combinacdo de dois ou mais ensaios que
avaliem desfechos distintos para uma interpretacdo mais assertiva dos resultados obtidos. Isso
porque, a alta reatividade de alguns nanomateriais pode resultar em interacdes e interferéncias
indesejadas com sistemas de teste de base colorimétrica, comprometendo sua leitura e analise
de resultados.

- Teste de Sensibilizag4o: apenas o Teste de Maximizag&o em Porquinhos-da-india seria
recomendado para analise de nanomateriais, por requerer aplicacdo intradérmica da amostra-
teste;

- Teste de Reatividade Intracutanea: por requerer aplicacdo intradérmica mostra-se
como estratégia mais sensivel a avaliacdo de nanomateriais, inclusive para aqueles de natureza
hidrofébica;

- Teste de Pirogenicidade: torna-se ainda mais importante e necessario no contexto de
anélise dos nanomateriais, frente ao alto potencial de adsor¢cdo de endotoxinas a superficie de
nanomateriais (fator confundidor importante a ser considerado e, necessariamente, descartado
ou confirmado no cenario de avaliagcdo de seguranca bioldgica);

- Teste de Toxicidade Sistémica: recomendado frente a possibilidade de translocacéo e
acumulo de nanomateriais em sistemas bioldgicos distintos, em relagdo aquele inicialmente
exposto;

- Testes de Genotoxicidade: devem ser conduzidos sob uma abordagem do tipo bateria

de testes, com vistas a avaliagdo de diferentes mecanismos de inducdo de danos genéticos.
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Contudo, no contexto de analise de nanomateriais, o teste de AMES ndo deve ser utilizado,
frente a sua propensao a resultados falso-negativos. Nesse sentido, figuram como testes in vitro
recomendados: Teste de Mutacdo Génica em células de linfoma de rato, Teste de Micronucleo
e Teste do Cometa;

- Teste de Toxicocinética: é especialmente indicado para produtos que possuam
nanomateriais livres ou que sofram processos de degradacdo, desgaste, atrito, abrasdo,
polimento, corrosao que gerem nano-objetos;

- Teste de Imunotoxicidade: deve ser considerado frente a nanomateriais de potencial

imunogénico desconhecido.

4.3.2 Como esses desafios tém sido tratados? Como a avaliacdo de dispositivos médicos de
base nanotecnoldgica tem avancado para superar os desafios e dificuldades inerentes a

esse contexto?

Evolucdo na instituicdo de terminologia harmonizada e consistente assegura uma
compreensdo comum de conceitos e ferramentas entre especialistas e partes interessadas (tais
como autoridades regulatdrias, industria e consumidores) (GOTTARDO et al., 2017), além de
viabilizar acesso a um escopo ampliado de dados e informacdes disponiveis em relacdo a
determinado termo.

Nesse sentido, movimento de convergéncia regulatéria em torno da definicdo de
naomaterial, a ser adotada no ambito de dispositivos médicos, tem sido observado nos Gltimos
anos, haja vista a mobilizacdo de agéncias reguladoras de paises pertencentes ao bloco
econdmico sul-americano — Mercosul, em revisar e atualizar seus regulamentos, incorporando
a eles definicbes e aspectos relevantes ao processo de inovacdo tecnoldgico, inclusive
relacionados a nanotecnologia. Para tanto, destaque merece ser dado ao Brasil, representado
pela Anvisa, que hoje tem seu principal regulamento na area de dispositivos méedicos, em fase
final de revisdo (por meio da Consulta Pablica n° 730/2019), tendo esse sido alinhado as
principais disposicBes constantes no Regulamento Europeu de Dispositivos Médicos (MDR),
incluindo-se aquelas relativas a definicdo de nanomaterial e regra de enquadramento
especificamente dedicada a dispositivos de base nanotecnoldgica (ANVISA, 2019). Outra
jurisdicdo importante nesse processo de harmonizacédo, e que vem discutindo a viabilidade de

adequar sua legislacdo ao MDR, ¢ a Australia, representada por sua Agéncia Reguladora —
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Therapeutic Goods Administration (TGA) por meio de consulta publica divulgada em fevereiro
de 2021, onde aventa algumas possibilidades quanto a inclusdo de disposicdes relacionadas a
dispositivos médicos que contenham nanomateriais, incluindo-se a adocdo de defini¢des
instituidas pelo MDR (AUSTRALIA, 2021). Logo, concluidas as consultas publicas
supramencionadas, maior previsibilidade regulatoria sera auferida pelas jurisdigdes envolvidas,
0 que resultard ndo apenas em maior harmonizacdo e alinhamento global na regulacdo de
dispositivos médicos, mas em melhores perspectivas de crescimento e oportunidades de
inovacdo em nanotecnologia no ambito da industria biomédica.

Com vistas a superac¢do das diversas limitacdes metodoldgicas enfrentadas pelo campo
da Nanotoxicologia, de modo geral, muito tem sido investido em pesquisas direcionadas ao
desenvolvimento de metodologias alternativas baseadas no desenvolvimento de modelos in
vitro realistas e confidveis, tal como a triagem de alto rendimento para identificacdo de perigos
e efeitos adversos a salde humana, inclusive para uso em dispositivos médicos e produtos de
terapia avancada; bem como de modelos in silico baseados em metodologia computacional para
predicdo desses mesmos riscos; e de Estratégias de Teste Inteligentes, resultantes a integracdo
entre modelos in silico e metodologias experimentais (JAGIELLO et al., 2017,
TEUNENBROEK; DIJKZEUL; BAKE, 2017).

Contudo, apesar de promissores todos esses modelos ainda se encontram em estagio
inicial de desenvolvimento, ndo tendo sido, portanto, validados para aplicacdo extensiva,
enguanto estratégias para agrupamento de nanomateriais, por exemplo — motivo pelo qual
atualmente ndo sdo aceitos para fins regulatorios.

Conforme asseverado por Jagiello et al. (2017), cooperacdo entre representantes da
industria de materiais, industria biomédica, pesquisadores cientificos (incluindo-se ambos
experimentalistas e modeladores) e, finalmente, reguladores; associada ao compartilhamento e
acesso a dados qualificados sob curadoria (TEUNENBROEK; DIJKZEUL; BAKE, 2017)
mostram-se como estratégias necessarias a superagdo dos desafios ora enfrentados, bem como
a evolugdo solida e sustentada do conhecimento no &mbito da nanotoxicologia aplicada.

A esse respeito vale ressaltar a necessidade de maior alinhamento entre 0os campos
cientifico e regulatério, com participacdo mais ativa de entes reguladores na indicacdo de
necessidades por maior conhecimento cientifico, definicao de topicos de pesquisa e orientagcdo
quanto a sua conducgdo (inclusive no que tange ao rigor metodolégico), para que dados
experimentais resultantes a projetos demandados possam ser aproveitados para fins regulatorios
(TEUNENBROEK; DIJKZEUL; BAKE, 2017).
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Aspecto oportuno a ser considerado nesse contexto de avanco e que ndo deve ser
desconsiderado, relaciona-se a estratégia e implementacdo do conceito Safety by design,
aplicado ao processo de inovacdo como um todo, desde a fase de projeto (idealizagdo das
propriedades fisico-quimicas e funcionais do nanomaterial a ser incorporado ao produto),
perpassando pela escolha do nanomaterial e seu processamento, incorporacdo ao produto
durante o processo de manufatura até a obtencdo do produto acabado — com vistas ao alcance
de nanomateriais mais seguros e adequados ao propoésito de uso requerido, sendo seu perfil de
seguranca estabelecido a partir das analises de caracterizacdo e de seguranca bioldgica
aplicaveis ao caso concreto objeto de interesse.
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5 PROPOSICAO REGULATORIA

Por se tratar de uma area multidisciplinar que envolve ciéncia de materiais, biologia,
fisica, quimica e engenharia (SOLAIMAN et al., 2017), a Nanotecnologia estabelece interface
com diversas areas, 0 que a torna uma tecnologia atraente e com grande potencial para inovacao,
inclusive no cenério biomeédico.

Contudo, preocupacdes relacionadas a sua seguranga em contextos de exposicdo
humana persistem, muito pelas lacunas de conhecimento existentes quanto aos seus efeitos e
potenciais riscos a salde humana — realidade que tem impulsionado o avanco de estudos
nanotoxicol6gicos mas, de certo modo, comprometido abordagens regulatorias especificas e
direcionadas a produtos de base nanotecnoldgica, frente as incertezas que ainda permeiam essa
tecnologia emergente e dindmica.

Nesse sentido, estratégias regulatorias mais flexiveis, de natureza orientativa e ndo
mandatoria que estabelecam diretrizes gerais a consecucdo de informacdes minimamente
relevantes num contexto de avaliagdo de seguranca bioldgica podem se revelar como
ferramentas Uteis ao processo de amadurecimento e consolidagcdo de conhecimentos em
construcdo, como aqueles relacionados aos campos da nanotecnologia, nanomedicina e
nanotoxicologia.

Sob essa perspectiva é que se propde, a partir de extensa revisdo bibliografica (baseada
em publicacfes diversas, normas técnicas, legislacdes e documentos técnicos), a apresentacao
de diretrizes regulatérias nacionais para subsidiar a avaliagdo de seguranca bioldgica de
Materiais de Uso em Salde que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, sob uma
perspectiva de risco, e assim proporcionar ao publico interessado nessa tematica, suporte
técnico-cientifico ao planejamento e conducdo de uma avaliagdo nanotoxicolégica
compreensiva e alinhada ao conhecimento corrente, bem como a legislacdo sanitaria vigente —
com o intuito de subsidiar a comprovacgéo de seguranca bioldgica do produto objeto de interesse
a ser regularizado.

A base normativa utilizada para estruturacdo das diretrizes aqui propostas foi constituida
por regulamentos sanitarios aplicaveis a dispositivos médicos, de modo geral — neste caso, a
Resolugcdo RDC n° 185/2001 (por dispor sobre o processo de regularizacdo de dispositivos
médicos), que se encontra em processo final de revisao, tendo por isso sido utilizada parte do
texto da Consulta Pablica 730.2019, no que tange a definicdo de nanomaterial e classificacdo

de risco de dispositivos médicos de base nanotecnoldgica, e a Resolu¢do RDC n° 546/2021 que
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dispde sobre os requisitos minimos para comprovacao de seguranca e eficcia de produtos para
salde. Tendo esta sido complementada por disposi¢cdes constantes nas normas técnicas
aplicaveis a caracterizacdo fisico-quimica de nanomateriais engenheirados para avaliacdo
toxicologica (Technical Report ISO/TR 13014:2012), a avaliacdo de seguranca biol6gica de
dispositivos médicos (série ISO 10993 — Partes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 23, 33, incluindo-se aquela dedicada a nanomateriais — Technical Report ISO/TR 10993:
22), ao gerenciamento de risco de dispositivos médicos (ISO 14971 e ISO/TR 24971) e a
avaliacdo de risco de nanomateriais (ISO/TR 13121).

Tomando-se como referéncia a definigdo de nanomaterial adotada pela Resolucéo que
substituira a RDC n° 185/2001, e que versara sobre os regimes de regularizacao, classificacdo
de risco e requisitos de rotulagem e instrucBes de uso aplicaveis a dispositivos médicos,
incluindo-se aqueles categorizados como materiais de uso em salde que contenham ou

incorporem nanomateriais, esse sera descrito como:

[todo] material natural, incidental ou manufaturado que contém particulas em
estado ndo ligado ou sob a forma de agregado ou aglomerado, em que 50% ou mais
do namero de particulas apresente distribui¢do de tamanho dentro do intervalo de 1 a
100 nm, em uma ou mais de suas dimensdes externas. Fulerenos, flocos de grafeno e
nanotubos de carbono de parede simples com uma ou mais dimensdes externas
inferiores a 1 nm também s&o considerados nanomateriais. Materiais manufaturados
com dimensdes que extrapolem o limite superior da nanoescala (estabelecida entre 1
e 100 nm), até o marco de 1000 nm, e que exibam propriedades ou fendmenos
tamanho-dependentes distintos daqueles apresentados pelo mesmo material em
macroescala, poderdo ser enquadrados na definicdo de nanomaterial (ANVISA,
2019).

Nesses termos, materiais de uso em saude que se destinem a prevencdo, diagnostico,
tratamento, reabilitacio ou anticoncepcdo e que ndo utilizem meios farmacoldgico,
imunolégico ou metabdlico para realizar sua principal funcdo em seres humanos; e que
incorporem ou sejam constituidos por nanomateriais — passardo a ser expressamente
reconhecidos pela legislacdo sanitaria nacional, sendo inclusive sujeitos a regra de
enguadramento especifica. Quanto a classificacdo de risco, essa sera estabelecida com base no
potencial de exposicdo interna a que o organismo estiver submetido quando do uso/aplicagéo
desse tipo de produto — que podera ser classificado como classe de risco Il (médio risco — por
seu insignificante potencial de exposicao interna), 11l (alto risco — por seu baixo potencial de

exposicdo interna) ou IV (méximo risco — por seu elevado potencial de exposicdo interna)
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(ANVISA, 2019), sequindo a logica estabelecida pelo Regulamento europeu de dispositivos
médicos.

Conforme expressamente disposto, serdo abarcados por essa definicdo ndo apenas 0s
nanomateriais manufaturados (materiais intencionalmente produzidos dentro do intervalo
dimensional da nanoescala por manifestar composi¢do ou propriedades especificadas (ISO,
2015a), mas também os de origem natural (ndo projetados) e incidental (gerados como
subproduto nédo intencional de um processo) (ISO, 2015a) — por serem passiveis de ocorréncia
no contexto de materiais de uso em salde. Por oportuno, vale ressaltar que frente a crescente
demanda por novas aplicacdes e especificidades, inclusive no ambito da medicina, maior énfase
tem sido dada aos nanomaterias manufaturados, que por seu carater ‘“ndo-natural” (projetado),
despertam maiores preocupac¢des em relacdo a satde humana, requerendo por isso abordagem
mais criteriosa na conducdo da avaliacdo de seguranca biolégica requerida para fins
regulatorios.

Ademais, considerando-se a auséncia de consenso entre as definicdes utilizadas pela
comunidade cientifica e autoridades regulatérias ao redor do globo; a percepcao, em geral,
aceita de que nanomateriais teriam como caracteristicas definidoras: tamanho em nanoescala
(normalmente estabelecida entre 1 e 100 nm) e propriedades Unicas dependentes de tamanho,
néo exibidas pelo material a granel (bulk) (GUBALA et al., 2018) e; o fato de haver diferengas
de entendimento entre jurisdi¢cdes quanto ao enquadramento sanitario de determinados produtos
e quanto a definicdo (regulatdria ou de trabalho) adotada para nanomateriais — € que ambas as
possibilidades (tamanho e propriedades) foram contempladas na defini¢do da futura legislacéo
nacional.

A dissonéancia supra referenciada pode ser, inclusive observada em relacédo a definicdo
disposta pela norma ISO/TS 80004-2 (2015a), adotada pela norma ISO/TR 10993-22 (2017a)
que estabelece como nanomaterial “material com qualquer dimensao externa na nanoescala ou
que tenha estrutura interna ou estrutura de superficie na nanoescala”, estando nesse termo
abarcados dois outros conceitos, o de nano-objetos (termo genérico utilizado para designar parte
de um material com uma, duas ou trés dimensdes em nanoescala) e material nanoestruturado
(aquele que tenha nanoestrutura interna ou nanoestrutura de superficie) — definicdo que ndo
substitui ou se sobrepde a definicdo regulatéria nacional, mas que pode ser Util e plenamente
aplicavel a realidade de materiais de uso em saude, por compreender aspectos pertinentes a
nanoestrutura ndo contemplados pelo regulamento sanitario.

Aspecto importante e peculiar a realidade de materiais de uso em saude, inclusive

abarcado pela abrangéncia da definicdo disposta na futura Resolucao, relaciona-se a avaliacdo



153

de nano-objetos gerados como produtos de degradacgéo, desgaste ou de processos de tratamento
mecanico de dispositivos médicos ou componentes fabricados sem o0 uso de nanomateriais —
que conforme a finalidade do produto, seu mecanismo de funcionamento e especificidades
técnicas, composicao, nivel e duracéo de exposicao deve ser considerada.

Para delimitacdo das informacdes pertinentes a avaliacdo de seguranca bioldgica
aplicada a materiais de uso em saude que contenham, sejam constituidos ou que produzam
nano-objetos, optou-se por uma abordagem conservadora estruturada em cinco secoes:
contextualizacdo sobre materiais de uso em salde que sejam constituidos ou incorporem
nanomateriais; requisitos essenciais de seguranca aplicaveis a essa categoria de produtos,
segundo a Resolucdo RDC n° 546/2021; caracterizacdo fisico-quimica do nanomaterial
empregado; avaliacdo de seguranca biolégica do produto acabado, sob uma perspectiva de
risco; e reporte detalhado de informacdes.

Cumpre enfatizar que, as diretrizes ora apresentadas foram elaboradas com base no
conhecimento atualmente disponivel, com o objetivo de elucidar e racionalizar sua
aplicabilidade ao campo objeto de interesse. Trata-se, portanto, de proposi¢édo orientativa geral,
cujas disposicOes devem ser ponderadas caso a caso, ou seja, com base no caso concreto,
levando-se em consideragdo as caracteristicas e propdsito do produto no contexto de utilizacdo
clinica prevista. Ademais, por se tratar de area do conhecimento ainda em processo de
construcdo e consolidacdo, essa podera sofrer alteracdes ao longo do tempo, o que podera

requerer do leitor atencéo e busca ativa por atualizacdes.

5.1 NANOTECNOLOGIA APLICADA A MATERIAIS DE USO EM SAUDE

Materiais de uso em salde constituem por si s6 um conjunto de produtos diversos,
reconhecidos por suas diferentes caracteristicas, finalidades e niveis de complexidade.
Realidade que se repete no &mbito da Nanomedicina, que dentre outras categorias de produtos,
abarca dispositivos médicos de finalidade preventiva ou terapéutica, vertente em que se inserem
0s materiais de uso em salde que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais,
apresentados sob uma grande diversidade de formas, caracteristicas, propdsitos de uso e
possibilidades de aplicagéo.

Conforme disposto pela norma ISO/TR 10993-22 (2017a), no contexto de dispositivos

médicos, os nanomateriais podem se apresentar de forma livre, fixa ou incorporados a uma



154

matriz, como material nanoestruturado ou como estruturas de superficie em materiais ou no
proprio dispositivo (1ISO, 2017a). No ambito das aplicacdes biomédicas, nanomateriais
compositos, metalicos, ceramicos, poliméricos (SAJI; CHOE; YEUNG, 2010), nanotubos de
carbono e superficies nanoestruturadas sdo comumente utilizados — sendo sua estrutura de
superficie (composi¢do quimica e topografia fisica), associada a propriedades de molhabilidade
e energia livre, bem como aos seus efeitos toxicoldgicos, determinantes a sua aplicacao final
especifica (RAMOS et al., 2017).

Dentre as aplicagdes mais comumente observadas no &mbito dos materiais de uso em
salde, destacam-se 0s nano-recobrimentos e/ou modificacBes [topograficas e funcionais] de
superficie, enquanto estratégias para melhoria da resposta bioldgica (GEERTSMA et al., 2015)
em termos de biocompatibilidade e biomimetizacdo — por meio de processos como a
osseointegracdo (em implantes dentarios e ortopédicos recobertos com nanomateriais
ceramicos, como a hidroxiapatita, por exemplo, ou que tenham sua superficie modificada por
nano-rugosidades, ou que se utilizem de nanocristais de hidroxiapatita para mimetizacdo da
composicdo e microestrutura 6ssea naturais); bem como de adesao, crescimento e proliferacdo
celular pelo uso de matrizes de substituicdo dermica e scaffolds (suporte) nanoestruturados,
utilizados para regeneracdo tecidual (constituidos por nanofibras que mimetizam a matriz
extracelular promovendo um microambiente adequado a proliferacdo celular). Uma outra
aplicacdo relevante no ambito dos nano-recobrimentos refere-se a utilizacdo de nanoparticulas
com propriedades antimicrobianas, como as de prata, ouro, 0xido de zinco, depositadas sobre a
superficie de cateteres venosos ou incorporadas a curativos, téxteis médicos (gorros, aventais).
Ademais, estratégias relacionadas ao incremento de propriedades mecénicas e de resisténcia
(observadas nos nanopreenchedores de uso odontoldgico pelo uso de nanocompositos, bem
como em cateteres de paredes reforcadas por nanotubos de carbono para aumento de resisténcia
e flexibilidade) e; ao desenvolvimento de sistemas de entrega controlada de farmacos em
cateteres e stents farmacoldgicos (baseados em matrizes nanoporosas, nanocarreadores ou
superficies nanopadronizadas, nanoporosas) figuram como possibilidades de aplicacdo
igualmente importantes no cenario de materiais de uso em saude (AFSSAPS, 2011; AKCAN
et al., 2020; GEERTSMA et al., 2015; HALAMODA-KENZAOQOUI et al., 2019; ROSZEK;
JONG; GEERTSMA, 2005).

Contudo, apesar do entusiasmo relacionado aos importantes avangos e inovacoes
proporcionados pela Nanomedicina, muito se tem discutido sobre 0s potenciais impactos
bioldgicos relacionados ao nanomateriais utilizados, que por suas propriedades fisico-quimicas

Unicas (tamanho diminuto, maior area de superficie especifica, maior reatividade — apenas para
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citar algumas) poderiam alcancar locais antes inacessiveis e interagir com elementos bioldgicos
desencadeando eventos com potencial toxico e deletério ao organismo — o que gera
preocupacao e, por conseguinte, requer uma abordagem mais cautelosa em relacéo a avaliacéo
de seguranca de produtos que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, ndo apenas
pelo 6érgdo regulador, mas principalmente pelo ente regulado, responsavel pelo projeto,
desenvolvimento e consecucao do produto.

Dentre as principais preocupacgdes de seguranca relacionadas ao uso de nanomateriais
em materiais de uso em satde (em especial, os invasivos) destacam-se:

- seu potencial para interacdo bioldgica e interferéncia em processos bioldgicos
importantes a nivel celular e molecular, com repercussdo direta sobre diversos desfechos
toxicoldgicos relevantes, a depender da via de exposi¢édo e duracdo do contato;

- seu potencial para liberacdo de nanomateriais livres, nano-objetos gerados como
subprodutos de degradacéo, corrosao (inclusive ions), desgaste (provocado pelo mecanismo de
funcionamento do produto) ou resultantes a algum processamento fabril ou procedimento para
uso;

- seu potencial para translocacdo, alcance de oOrgdos secundarios, transposicdo de
barreiras bioldgicas e desencadeamento de respostas sistémicas (ou a sistemas especificos);

- potencial para formacéo de agregados/aglomerados por nanomateriais livres ou nano-
objetos liberados com possivel repercussao sobre o funcionamento de sistemas importantes a
manutencéo da vida;

- solubilidade e potencial para acumulacao, enquanto perigo especialmente relacionado
a nanomateriais insollveis ou parcialmente sollveis, ja& que o nanomaterial ou seu residual
poderdo permanecer no organismo e nele se acumular, podendo inclusive deflagrar respostas
deletérias de ordem aguda ou crénica. Situacdo ndo esperada para nanomateriais solaveis, ja
que uma vez dissolvidos, esses passariam a ser tratados da mesma forma que substancias
quimicas convencionais [n&o isentas de preocupacao, considerando-se as especies dissolvidas
e ions livres liberados] segundo Tantra et al. (2016).

Por isso, abordagem preventiva (precautionary approach), baseada em analise caso a
caso, pautada por avaliacdo de risco sistematica e pormenorizada que leve em consideracdo
aspectos relacionados a identificacdo e caracterizagcdo do nanomaterial incorporado ao produto
acabado, aos possiveis cenarios de exposicao e potenciais perigos relacionados, a partir de testes
de seguranca bioldgica (in vitro e in vivo) definidos como necessarios — deve ser adotada. Tal

I6gica encontra-se representada no Diagrama 1.
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Diagrama 1- Representacdo do Processo de Avaliacdo de Riscos Bioldgicos relacionados a Materiais de Uso em
Saude que contenham nanomateriais
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Conforme definido pela norma 1SO 10993-1, a avaliacdo de risco supramencionada
seria 0 resultado da combinacdo dos processos de andlise de risco (em que 0s riscos sdo
identificados e estimados) e de sua avaliacdo (para determinacdo de sua aceitabilidade e
eventual necessidade de medidas de mitigacdo/controle), conforme representado no
Fluxograma 2 (ISO, 2018a).

Fluxograma 2- Representacdo Esquematica do Processo de Gerenciamento de Risco previsto pela norma 1ISO
14971: 2019
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Fonte: Adaptado de 1SO (2018a).
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Durante a andlise de risco, perigos especificos sdo identificados e avaliados quanto a
sua significancia, para que assim possam ser estimados quanto ao seu risco (definido pela
combinacédo entre probabilidade de ocorréncia e nivel de severidade). Para tanto, sendo esse
processo inserido na avaliacdo de seguranca bioldgica, variaveis relacionadas ao potencial de
exposicdo do nanomaterial contido no produto ou dele liberado; as propriedades fisico-
quimicas, morfologicas e topograficas por ele manifestadas (enquanto nanomaterial livre,
desprendido ou gerado por processos de degradacdo/desgaste) e; ao seu potencial toxicologico
— inclusive enquanto parte do produto acabado — devem ser consideradas.

Uma vez caracterizados, os riscos precisam ser avaliados quanto a sua aceitabilidade
para que, caso necessario, medidas de controle possam ser implementadas, podendo essas
resultarem em adequacdes de projeto e revisdes de processos, inclusive relacionadas ao
nanomaterial empregado, cujo uso apenas se justificaria num cenario favoravel aos beneficios
por ele proporcionados em relagdo aos seus potenciais riscos.

E importante ressaltar que, o processo de gerenciamento de risco previsto pela norma
ISO 14971 é mais abrangente e completo, por contemplar aspectos outros, além daquele

relacionado a seguranca biologica — que constitui uma de suas vertentes.

5.1.1 Requisitos Essenciais de Seguranca aplicaveis a Materiais de Uso em Saude que
contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, segundo a Resolu¢cdo — RDC n°
546/2021

A Resolucédo de Diretoria de Colegiada — RDC n° 546/2021 estabelece os requisitos
essenciais de seguranca e eficicia aplicaveis a dispositivos médicos. Trata-se de regulamento
geral e abrangente, cujas disposi¢des aplicam-se a todo e qualquer dispositivo, independente da
tecnologia ou caracteristicas do material empregado — sendo, portanto, plenamente extensivel
ao contexto de materiais de uso em salde que contenham ou sejam constituidos por
nanomateriais, ou que incidentalmente os produzam.

Por abarcar sob seu escopo tanto requisitos de seguranca como de eficacia, esses devem
ter seu cumprimento atestado pela conducdo e apresentacdo de avaliagdes de natureza pré-
clinica, relacionadas a funcionalidade e desempenho do produto, bem como a sua estabilidade
e esterilidade, quando aplicavel; e clinica, representada pela conducéo de estudos clinicos de

natureza confirmatoria, a depender do tipo e grau de inovacgdo incorporada ao produto (em
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termos de design e composig¢do/constituicdo, finalidade e indicagdo de uso), para que as
alegacdes atribuidas sejam devidamente comprovadas. Contudo, considerando-se que a
abordagem deste trabalho encontra-se voltada a avaliacdo de seguranca bioldgica, as diretrizes
ora apresentadas se configurardo como um recorte da avaliacao de seguranca estabelecida pela
Resolugdo RDC n° 546/2021 que, além de requisitos relacionados a potenciais riscos
bioldgicos, também considera situacdes de risco advindas do projeto, processos de manufatura,
estabilidade, esterilidade, mecanismo de funcionamento do produto, sua usabilidade, bem como
de sua eficdcia no contexto de utilizagdo clinica proposta — demandando assim a realizacdo de
outros tipos de avaliagdes, que sejam capazes de evidenciar a seguranca e eficacia do produto
como um todo e em todo o seu ciclo de vida.

Nesses termos, dentre os requisitos previstos pela Resolucdo RDC n° 546/2021,
aplicam-se a avaliacdo de seguranca bioldgica de materiais de uso em salde que incorporem ou
gue contenham nanomateriais e/ou que gerem nano-objetos, sob uma perspectiva de risco:

- a concepcao e fabricacdo de produtos que ndo comprometam o estado clinico e a
seguranca do paciente, quando utilizados sob as condicdes previstas, devendo 0s possiveis
riscos existentes serem reduzidos a niveis aceitaveis em relagao aos beneficios proporcionados;

- 0 gerenciamento responsavel dos riscos pelo fabricante, com base nos principios de
eliminacdo ou reducdo dos riscos na medida do possivel, ado¢do de medidas de protecéo
oportunas e disponibilizacdo de informacao sobre riscos residuais;

- a manutencdo das caracteristicas e desempenho do produto durante o periodo de
validade [e/ou vida Util] estabelecido pelo fabricante e sob condi¢fes normais de uso;

- a selecdo de materiais apropriados, particularmente, quanto a sua toxicidade; bem
como a compatibilidade entre materiais €, entre esses e 0s tecidos bioldgicos, células e fluidos
corporais;

- aminimizag&o de riscos relacionados a contaminantes, residuos e, de infeccdo — desde
a concepcgdo e processamento do produto [fase de projeto e fabricagdo] até a obtencdo do
produto acabado;

- a previsao, minimizacao e controle de possiveis interacdes do produto com materiais,
substancias e gases que com ele entrem em contato durante 0 seu uso e em procedimentos
habituais; e

- a minimizacao de riscos que derivem de substancias desprendidas do produto.

Conforme demonstrado, a seguranca do paciente/usudrio deve ser priorizada e

assegurada, desde a concepcéo do projeto até a obtengdo do produto acabado e utilizacdo clinica
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proposta, em um processo continuo de anélise, avaliagéo e controle de riscos — consolidado por
acdes que vao desde o projeto (que inclui design do produto, escolha de materiais seguros e
compativeis entre si, implementacdo de processos fabris apropriados) até a implementacao de
controles durante a fabricacdo e processamento do produto, com vistas a eliminagdo ou méaxima
reducdo dos riscos identificados, inclusive no que tange a contaminantes e eventual
liberacdo/desprendimento de substancias que possam deflagrar eventos nocivos ao organismo
— condicdes passiveis de ocorréncia no ambito de materiais de uso em saude de modo geral, e
entre aqueles que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais, motivo pelo qual
diretrizes base direcionadas as particularidades do processo de caracterizagéo fisico-quimica de
nanomateriais e avaliacdo de seguranca bioldgica aplicavel a essa categoria de produtos serdo

aqui apresentadas.

5.1.2 Caracterizacao fisico-quimica e biologica do nanomaterial

Frente a possibilidade de materiais em nanoescala apresentarem propriedades fisico-
quimicas distintas (em relacdo aos seus equivalentes convencionais em macroescala) com
potencial impacto sobre seu comportamento bioldgico, inclusive no que tange ao
desencadeamento de eventos toxicologicos adversos, sua identificacdo e caracterizacdo
mostram-se imperativas a avaliacdo de seguranca biol6gica, enquanto etapas iniciais e
indispensaveis a determinacdo e gerenciamento de riscos sob uma perspectiva de ciclo de vida
do produto.

Nesse sentido, o processo de caracterizagdo do nanomaterial deve ser “estagiado” e, por
conseguinte considerado em, idealmente, trés cendrios, enquanto material sintético (em seu
estado original); disperso em meio biolégico relevante que mimetize o cenério de exposicdo
esperado para determinag&o de sua identidade biologica (considerando a formagdo do complexo
nanomaterial-biocorona, resultante as biotransformacoes sofridas pelo nanomaterial exposto ao
meio bioldgico) e, se possivel, como parte do produto no seu contexto de aplicagéo clinica (in
situ), condicdo que requerera uma andlise de variaveis relacionadas a via de exposi¢do, forma
de apresentacdo e finalidade do nanomaterial no produto, seu potencial desprendimento,
liberacdo e translocacdo no organismo. O Gltimo cenario pode se mostrar inviavel frente as
metodologias e ferramentas ora disponiveis, motivo pelo qual podera ser avaliado em momento

posterior, a partir dos resultados obtidos nos processos de caracterizacdo e avaliacdo de
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seguranga bioldgica (testes toxicoldgicos aplicaveis) do produto acabado que contenha o
nanomaterial. A conduc¢éo de uma caracterizacao fisico-quimica completa constitui fator critico
ao planejamento da avaliacdo de seguranca bioldgica sob uma perspectiva de risco.

Considerando-se a diversidade de propriedades fisico-quimicas apresentadas na se¢ao
Resultados e Discussdo, bem como a completude da caracterizacdo requerida — anélise dos
atributos aplicaveis ao caso concreto, com vistas a identificacdo de perigos relacionados devera
ser realizada pelo fabricante. Para tanto, sugere-se que os atributos dispostos pela norma
ISO/TR 13014 sejam tomados como referéncia e ponto de partida, o que ndo exclui consulta e
inclusdo de outros atributos gerais considerados aplicaveis, e que estejam disponiveis em outras
fontes tais como literatura, documentos e normas técnicas relacionadas ao nanomaterial objeto
de interesse. Quanto aos atributos especificos, esses serdo variaveis e poderdo ser definidos com
base na natureza do nanomaterial, sua finalidade, forma de aplicagcdo no produto e seu potencial
de exposicdo no organismo, bem como no design, forma de apresentacdo, nivel e tempo de
contato no organismo e funcionalidade do produto acabado — amparados por conhecimentos
disponiveis em literatura relacionada e normas técnicas aplicaveis.

Indubitavelmente, atributo central a ser necessariamente considerado em qualquer
processo de caracterizacdo no ambito de nanomateriais € o tamanho, que em termos normativos
e regulatérios, tem sido, em geral, especificado dentro do intervalo dimensional
convencionalmente estabelecido entre 1 e 100 nm. Considerando-se a definicdo que sera
adotada pelo novo regulamento nacional de dispositivos médicos (e aquela ja instituida pelo
regulamento europeu), é necessario que o nimero de particulas e a distribuicdo de tamanho
também sejam considerados e mensurados, a fim de que todos os requisitos contemplados na
definicdo sejam evidenciados.

Quanto a possibilidade de enquadramento de materiais que ultrapassem o0 marco
superior de 100 nm até o limite de 1000 nm, como nanomateriais, essa apenas se configurara
frente a demonstracdo de que propriedades tamanho-dependentes distintas e ndo observaveis
no mesmo material em macroescala estejam presentes, agregando ao produto no qual estariam
contidos melhorias e/ou diferenciais relacionados a sua segurancga ou desempenho.

Em relacdo a outros atributos fisico-quimicos gerais importantes, a serem considerados
no processo de identificacdo e caracterizacdo do nanomaterial citam-se: forma da particula
(dimenséo e relacdo de aspecto), area de superficie especifica, densidade, composic¢do quimica
(ndcleo, superficie, geral), propriedades de superficie (carga, recobrimento, afinidade),

cristalinidade/defeitos, pureza/impurezas/presenca de contaminantes (inclusive bioldgicos),
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solubilidade/dispersabilidade, estados de agregacdo/aglomeracéo (KARAKUS; BILGI,;
WINKLER, 2020; 1SO, 2011) — alguns deles representados pela Figura 5.

Figura 5 - Representacdo de algumas propriedades fisico-quimicas importantes a aplicagdo biomédica de
nanomateriais
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Demonstracio de algumas propriedades fisico-quimicas que podem influenciar o potencial biomédico de nanomateriais.

Fonte: Adaptado de (NAVYA; DAIMA, 2016).

No que tange aos atributos especificos, sua definicdo guarda estreita correlacdo com
fatores relacionados a aplicacdo e finalidade do nanomaterial no produto, via de exposicao, uso
pretendido e sua forma de apresentacdo no produto, devendo, portanto, serem considerados por
meio de avaliacdo caso a caso. Dentre eles citam-se: caracteristicas de superficie (modificacdes
de superficie por meio de funcionalizacdo, estratégias de recobrimento, encapsulamento para
mitigar a toxicidade, por exemplo), atividade catalitica ou fotocatalitica, pH, caracteristicas de
estrutura e topografia — aplicaveis a superficies nanoestruturadas (tal como a rugosidade) e,
aquelas relacionadas a estruturas/superficies nanoporosas (tais como tamanho, estrutura,
densidade e distribuicdo de poros), taxa de dissolucéo, taxa de degradacéo, corrosividade.

Sobre a caracterizagdo de nanomateriais, faz-se oportuno ressaltar que esta,
diferentemente das caracterizacbes em geral realizadas para anélise de materiais fora da
nanoescala (que priorizam atributos essencialmente quimicos) — privilegia igualmente a analise
de atributos fisicos e quimicos (incluindo suas impurezas), ja que ambos exercem importante
influéncia sobre o comportamento cinético, as interacdes biologicas e 0s eventos toxicoldgicos
deflagrados por essas entidades no organismo humano, além de também lhes conferir
propriedades Unicas concebiveis em uma ampla gama de possiveis aplicagdes.

Ademais, considerando-se que alteracdes minimas em quaisquer das caracteristicas de
um dado nanomaterial podem resultar em mudancas substanciais de suas propriedades (ISO,
2011) o processo de caracterizacdo fisico-quimica requerido para fins regulatorios deve ser

realizado no material especificado para uso no produto, conforme estabelecido em projeto, uma
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vez que a partir dessa avaliacdo a identidade (sintética e bioldgica) do nanomaterial sera
determinada e o plano de avaliacdo de seguranca bioldgica, sob uma perspectiva de
gerenciamento de risco, estruturado. Nesse contexto, avaliagdes baseadas em similaridade,
obtidas a partir de nanomaterial diferente (com algum grau de similitude declarada com aquele
que sera utilizado no produto) podem ser temerérias, sendo por isso, desencorajadas, ja que,
atualmente, ndo ha sistemas suficientemente sélidos, devidamente validados, e que sejam
aceitos no ambito regulatdrio, para triagem ou agrupamento de materiais com caracteristicas
semelhantes, e que, portanto, viabilizem extrapolacdes confiaveis.

Corrobora esse entendimento, disposi¢do constante no texto da norma ISO /TR 10993-
22, a respeito da equivaléncia de nanomateriais, que por sua natureza, dependeria de multiplos
fatores, e ndo apenas da composicao para ser estabelecida, ja que outras propriedades nano-
especificas poderiam ser influenciadas por outros aspectos, inclusive externos, capazes de
impactar a identidade e o comportamento do nanomaterial. Do mesmo modo, a extrapolacdo de
resultados provenientes de outros produtos que utilizem ou contenham nanomaterial similar ou
de composto parental correspondente da mesma substancia (pertencente a mesma familia
quimica) —ndo &, em geral, aplicavel (1ISO, 2017a). Portanto, o conceito de equivaléncia apenas
deve ser alegado, se apropriadamente demonstrado e justificado por dados — 0 que ndo se
constitui tarefa facil (AFSSAPS, 2011).

Outro ponto importante a ser mencionado no contexto de caracterizacdo refere-se a
variedade de metodologias analiticas disponiveis e suas limitagdes para determinacdo dos
atributos definidos — condicéo que reforca a necessidade de justificativa para escolha de cada
um dos métodos, bem como das associa¢fes propostas entre eles, visto que em geral, mais de
uma metodologia é ou precisa ser utilizada — seja para conferir maior confiabilidade as
mensuracdes realizadas, seja para racionalizar recursos pelo processamento de avaliagcdes em
simultaneo de mais de um atributo.

E importante considerar a adequabilidade dos métodos disponiveis ao tipo de
nanomaterial e sua apresentacdo, ao atributo a ser avaliado e as condicGes requeridas para
anélise.

No Quadro 8 sdo apresentados alguns dos principais atributos de interesse e respectivos
métodos analiticos aplicaveis, nos termos do disposto pelas normas técnicas ISO/TR 13014
(2012) e ISO/TR 10993-22 (2017a).
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Quadro 8 — Relacdo de Metodologias Analiticas Aplicaveis a mensuracdo das principais caracteristicas fisico-
quimicas, segundo as normas ISO/TR 13014 (2012) e ISO/TR 10993-22 (2017a) (previamente apresentado no
subcapitulo Caracterizagdo Fisico-Quimica, Proteina Corona e Nanobiointeracdo da Sec¢do Resultados e

Discusséo)

Caracteristicas fisico-quimicas

Tamanho de Particula e Distribuicéo de
Tamanho de Particulas

Estado de Agregacdo/Aglomeragéo

Morfologia (forma fisica e estrutura
cristalina)

Area de Superficie

Composicdo Quimica e Pureza

Quimica de Superficie

Carga de Superficie

Solubilidade/Dispersabilidade

Metodologias aplicaveis

Espalhamento dinamico de luz (Dynamic Light Scattering —
DLS);

Cromatografia por exclusdo de tamanho;

Microscopia eletronica de varredura (MEV);

Microscopia eletrénica de transmisséo (MET);

Microscopia de sonda de varredura (MSV);

Espectroscopia de Raman;

Microscopia Confocal;

Difrag&o por raio-X;

Espalhamento  dependente de angulo em diferentes
comprimentos de onda;

Espalhamento de raios-x de pequeno angulo;

Disperséo de luz estatica;

Difracéo de laser;

Microscopia eletronica de transmissdo (MET);

Microscopia eletrdnica de varredura (MEV);
Microscopia eletronica de transmissao (TEM);
Microscopia de Forca Atémica (MFA);
Microscopia de sonda de varredura;

Técnicas de Escaneamento;

Métodos baseados em isotermas de adsor¢do de gas ou liquido
[Brunauer-Emmett-Teller (BET) Theory];
Incandescéncia induzida por laser;

Fluorescéncia de raio-X;

Espectroscopia fotoeletronica de raio X;

Difrac&o por raios X de Fourier;

Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier
(Fourier-Transform  Infrared  Spectroscopy -  FTIR),
Espectroscopia Raman e outras espectroscopias de moleculares;
Analise de pureza Termogravimétrica;

Microscopia eletrdnica de varredura (MEV);

Ressonancia Nuclear Magnética;

Espectroscopia de elétrons Auger;
Espectroscopia fotoeletronica de raio-X;
Espectroscopia de ions de baixa energia;

Raman e outras espectroscopias moleculares;
Tomografia de sonda atbmica 3D;
Espectrometria de raios-X dispersiva de energia;

Ponto isoelétrico;
Espalhamento eletroforético de luz;
Eletroforese;

N&o existem métodos especificos para avaliacdo da solubilidade
de nano-objetos. Contudo, pode-se reportar a dialise de
equilibrio, espectroscopia de emissdo de massa por plasma
indutivamente acoplado (Inductively Coupled Plasma Mass
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Spectrometry — ICP-MS) ou espectroscopia de emissdo Optica de
plasma indutivamente acoplado (Inductively Coupled Plasma -
Atomic Emission Spectrometry — ICP-OES) como possiveis
métodos de mensuragdo.

Filtracdo de fluxo tangencial para separacdo de nanomateriais
seguida por deteccdo apropriada.

Métodos para avaliar dispersabilidade de nano-objetos séo
baseados no tamanho de particula/distribuicdo de tamanho e
estados de agregacao/aglomeracao.

Nanoestruturas de Superficie Interferometria;
Reflectometria;
Microscopia de sonda de varredura (MSV);
Microscopia de forca atbmica (MFA);
Microscopia de varredura por tunelamento (MVT);

Fonte: Adaptado de 1SO (2012) e ISO (2017a).

Frente a inviabilidade de conducdo de algum ensaio pela indisponibilidade ou
inadequabilidade de algum método analitico a avaliacdo de atributo definido como necessario
ou sob as condicdes requeridas — € desejavel que justificativa técnica e cientificamente
embasada, inclusive no que tange a necessidade de avaliagbes complementares para
identificacdo, mitigacdo ou controle de eventuais perigos ou mesmo riscos relacionados, seja
elaborada e apresentada.

Cumpre pontuar que certificado emitido pelo fornecedor do nanomaterial a ser utilizado
no produto, a respeito de suas especificacbes técnicas, ndo se constitui como documento
comprobatério para fins regulatorios, tanto pela necessidade de verificacdo independente —
conforme ponderado por Stone; Johnston; Schins (2009) [em termos de conformidade e mesmo
aceitabilidade]; como pelo fato de o processo de caracterizagdo requerido, enquanto parte do
processo de avaliacdo de seguranca bioldgica, ser mais abrangente e detalhado, ja que deve
contemplar ndo s6 a identidade sintética do nanomaterial, mas também a bioldgica, sob
condigdes relevantes e que mimetizem a exposigao esperada.

Ademais, outros fatores criticos nesse cenario de caracterizacdo que ndo podem ser
desconsiderados relacionam-se: ao preparo da amostra, a ser preferencialmente realizado
conforme protocolo reconhecido, devidamente identificado e descrito no relatério do ensaio
relacionado; a possibilidade de interferéncia causada por variaveis confundidoras, que devem
ser identificadas, descritas e sempre que possivel minimizadas, para que a interpretacdo dos
resultados ndo seja comprometida; e a variabilidade lote a lote que deve ser considerada e
minimizada pela adocdo de boas praticas de fabricacdo pelo fornecedor e fabricante, cabendo
ao ultimo estabelecer critérios para avaliacdo do fornecedor, especificando requisitos, inclusive

de qualidade que deverdo ser satisfeitos.
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Por oportuno, outro aspecto importante a ser considerado no contexto de caracterizagéo
de nanomateriais utilizados no ambito da saude, refere-se a avaliacdo de seu potencial toxico,
realizada por meio de alguns testes de triagem toxicologica, com vistas a compreensdo das
nanobiointeracBes e de possiveis repercussdes adversas deflagradas por propriedades nano-
especificas. Dentre os testes comumente realizados nessa etapa, dita de “caracterizacdo
bioldgica”, destacam-se aqueles relacionados a avaliacdo de viabilidade celular — expressa por
diferentes mecanismos e, por conseguinte, identificada por diferentes métodos de teste de
citotoxicidade; de genotoxicidade — também manifestada por diferentes desfechos, sendo por
isso analisada por mais de um teste; de inducdo de estresse oxidativo; resposta inflamatoria e
imunoldgica; bem como de contaminacao por endotoxinas.

Além desses, testes mais especificos e relacionados ao cenario de exposicdo do
nanomaterial a ser utilizado encontram-se previstos e descritos na norma ISO/TR 16197
(2014a), que dentre outros ensaios dispde sobre testes de hemocompatibilidade, testes para
avaliacdo de transposicao a barreiras biologicas e sistemas especificos, teste toxicocinético —
cuja pertinéncia deve ser ponderada conforme aplicacdo e exposicdo prevista para o
nanomaterial objeto de interesse.

Com vistas a uma maior confiabilidade e mesmo reprodutibilidade dos dados obtidos a
partir dessas avaliacGes, recomenda-se que metodologias validadas (proprias ou adaptadas para
analise de nanomateriais, tais como aquelas disponiveis no ambito da OCDE, ISO e ASTM)
sejam adotadas, haja vista ser essa uma limitagdo importante no campo da nanotoxicologia,
ainda marcado por publicacdes de qualidade metodoldgica varidvel, protocolos experimentais
pouco detalhados, e apresentacdo de resultados contraditorios que inviabilizam comparacdes,
comprometendo assim a compreensdao de fendmenos, sua transposicdo para cenarios
fisioldgicos reais, bem como sua aceitabilidade para fins regulatorios, e mesmo aproveitamento
dos dados gerados para melhoria e avanco de metodologias preditivas.

Ademais, a adogao de instrumentos que direcionem o “registro padrdo” de informagdes
relevantes e com o nivel de detalhamento necessério a demonstracdo do percurso metodoldgico
seguido para obtencao de dados qualificados, confidveis e significativos também contribui para
0 avanco e consolidagédo desse processo de padronizacao. Para esse contexto de caracterizacdo
e experimentacdo em nanobiointeracdes, a estrutura MIRIBEL (Minimum Information
Reporting in Bio-Nano Experimental Literature)?®, proposta por Faria et al. (2018), e baseada

nos pilares da caracterizacdo material, da caracterizacdo bioldgica e no detalhamento de

26 Traducdo nossa: Relato de InformagGes Minimas em Literatura Bio-Nano Experimental (MIRIBEL).
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protocolos experimentais — mostra-se como uma referéncia amigével a elaboracdo de relatos
mais completos e Uteis, ndo apenas a comunidade cientifica, mas a outros atores envolvidos e
interessados na geracéo, troca e melhor aproveitamento de dados qualificados para fins diversos

— tal como representado e sumarizado pela Figura 6.

Figura 6 - Representacdo dos componentes MIRIBEL e destaque a alguns aspectos relevantes considerados no
relato de processos de caracterizacdo e experimentacdo em nanobiointeracdo

MIRIBEL: Minimum Information Reporting in Bio-Nano Experimental Literature h
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Fig. 1] Summary of MIRIBEL components, guiding principles and potential benefits. The development of MIRIBEL was guided by principles of reusability,
quantification, practicality and quality. If combined with journal and community adoption, MIRIBEL can lead to improved outcomes in the field, including
data exchange and communication, reproducibility, deeper analysis of published data, and systematic comparison between approaches and materials.

Fonte: FARIA et al. (2018).
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Cumpre enfatizar que, apesar de ndo se constituir como ferramenta de finalidade
regulatoria, a estrutura MIRIBEL pode ser utilizada como referéncia a elaboracédo de relatérios
de ensaio/teste melhor detalhados, em relacdo ndo apenas a amostra teste avaliada, mas ao
modelo de teste utilizado (se in vitro — tipo celular e de cultura, sua representatividade ou in
vivo — justificativa a escolha do modelo animal, caso aplicavel), a metodologia empregada
(identificacdo de sua versdo (caso adaptada) e referéncia utilizada, condi¢Ges de
preparo/processamento da amostra, bem como de exposi¢do — identificacéo e caracteristicas do
meio de cultura ou fluido biolégico empregado, dose administrada e entregue, material de
referéncia, uso de controles positivo e negativo, ado¢do de medidas para minimizacdo de
interferéncias e literatura ou referéncia de suporte), analise e interpretacdo de resultados
(software utilizado e discussdo dos achados a luz da literatura relacionada), limitagdes do estudo
— informacgdes que conforme evidenciado ndo s6 englobam, como extrapolam aquelas
consideradas pelo modelo referenciado e acima representado, haja vista o grande nimero de
fatores que podem impactar a conducéo e resultados fornecidos pelos ensaios de caracterizagao
e experimentacéo.

Por todo o exposto, pode-se dizer que a avaliagdo de efeitos danosos causados por
nanomateriais requer a compreensdo do todo, que envolve desde os procedimentos de sintese e
métodos para caracterizacdo do material, até uma apreciacdo detalhada do impacto do
nanomaterial nos processos bioldgicos e fisiologicos (SHVEDOVA; KAGAN; FADEEL,
2010).

5.1.3 Avaliacdo de Seguranca Biologica sob uma Perspectiva de Risco

Conforme asseverado pela norma ISO 10993-1, a avaliacdo de seguranca bioldgica é
uma atividade de verificagdo de projeto, que é definida no contexto de processos de
gerenciamento de risco mais amplos (ISO, 2018a).

Em assim sendo, quando aplicada a materiais de uso em satde que contenham ou sejam
constituidos por nanomateriais deve considerar, além de fatores como via de exposicéo,
frequéncia e tempo de contato do produto no organismo, o tipo de nanomaterial empregado e
como esse compde o produto do qual faz parte (se livre, fixo sob a forma de recobrimento ou
incorporado a uma matriz) e nele se comporta quando exposto a condicdes fisiologicas

esperadas (se sofre processos de degradacao ou corrosdo que o exponha a interagao ou leve a
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liberacdo de subprodutos toxicos ou mesmo de nano-objetos) — de modo a viabilizar, segundo
a norma ISO 10993-1 a identificacdo de perigos, a estimativa de riscos bioldgicos associados
e, por conseguinte, a determinacdo de sua aceitabilidade, a luz da norma ISO 14971 (ISO,
2019a).

Etapas anteriores relacionadas ao projeto do produto (design, composicéo,
funcionamento) e processos empregados para sua obtencao (manufatura, limpeza, embalagem,
esterilizacdo, processos de controles) também devem ser considerados e contemplados no
processo de gerenciamento de risco, frente ao seu potencial impacto sobre a seguranca
(inclusive biolégica) do produto.

Logo, informacg@es relacionadas a todo o ciclo de vida do produto, desde a sua
concepcao até sua obtencdo como produto acabado, inclusive no que tange a sua aplicacéo,
funcionamento e descarte (informacdes pds-producéo), sdo necessarias a uma avaliacdo de risco
compreensiva, que no contexto das Diretrizes propostas, tera seu enfoque direcionado a
avaliacdo de riscos bioldgicos relacionados a presenca de nanomateriais em materiais de uso
em salde (enquanto produtos acabados) — sob a forma de materiais livres, fixos como
recobrimentos, incorporados (como materiais nanoestruturados), enquanto superficies
nanoestruturadas e/ou produzidos e liberados como nano-objetos incidentais de produtos
constituidos ou ndao por nanomateriais.

Para tanto, abordagem do tipo caso a caso, estruturada a partir do planejamento e
conducdo de testes de seguranca bioldgica baseados em métodos de teste in vitro e in vivo,
permanece como modelo recomendado para avaliagdo desse tipo de produto — seja pela alta
especificidade de suas caracteristicas, seja pela baixa qualidade metodoldgica dos dados
nanotoxicoldgicos disponiveis e sua dificil extrapolacéo para cenarios de exposi¢ao e utilizacdo
clinica diversos, seja pela indisponibilidade de modelos preditivos robustos, suficientemente
validados e aceitos para fins regulatdrios que viabilizem avaliagdes por similaridade.

Cumpre ressaltar que, em observancia ao principio dos 3Rs (replacement, refinement
and reduction), métodos de teste alternativos ao uso de animais devem ser priorizados e
adotados sempre que disponiveis e devidamente validados para avaliacdo de nanomateriais
utilizados em ou liberados de dispositivos médicos (1SO, 2017a).

De modo geral, para determinacdo dos testes necessarios a avaliacdo de seguranca
bioldgica de dispositivos médicos, incluindo-se materiais de uso em salde que contenham ou
sejam constituido por nanomateriais ou que gerem e liberem nano-objetos, devem ser

considerados 0s seguintes aspectos:
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- as propriedades fisico-quimicas do nanomaterial empregado, sua disposi¢cdo no
produto (livre, incorporado ou fixo a uma matriz), seu potencial para interacao e/ou liberacao
para 0 meio;

- 0s resultados dos testes de triagem toxicoldgica do nanomaterial a ser utilizado;

- a natureza das matérias-primas empregadas e potenciais alteracdes in situ observadas
ao longo do ciclo de vida do produto (bioabsorcéo/degradacao/corrosao);

- as caracteristicas topograficas, morfoldgicas e fisico-quimicas do produto final;

- a finalidade/uso pretendido do dispositivo;

- a natureza (nivel de invasividade) e a duragdo de contato do produto no organismo;

- as condi¢cbes de exposicdo a que o produto ficard submetido, sob condicdes de
utilizacdo clinica prevista.

Assim, considerando-se 0s aspectos supramencionados em conjungdo com as
disposi¢des constantes na norma ISO 10993-1, relacionadas a categorizacdo de dispositivos
médicos quanto ao seu nivel de invasividade (ndo-invasivos e invasivos: por estabelecerem
contato com as superficies dérmica e mucosa em estado integro ou comprometido; enquanto
dispositivos de comunicagédo externa que entrem em contato direto com tecidos/ossos/dentina
e circulacdo sanguinea, e indireto por acesso a via endovenosa; ou como dispositivos
implantaveis) e & duracdo de contato (exposi¢do limitada — até 24h; exposic¢do prolongada —
por até 30 dias; ou exposicdo de longo prazo — por mais de 30 dias) — tem-se a base para
identificacdo dos desfechos de interesse e planejamento da avaliagdo de seguranca biologica do
material de uso em salde que contenha ou seja constituido por nanomaterial, conforme o

Quadro 9 abaixo apresentado.
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Quadro 9 - Quadro-Resumo de Desfechos Bioldgicos previstos pela norma ISO 10993-1 (2018a) a serem
considerados na Avaliacdo de Seguranga Bioldgica de Materiais de Uso em Salde que contenham ou sejam
constituidos por nanomateriais sob uma Perspectiva de Gerenciamento de Risco (previamente apresentado no
subcapitulo Avaliacdo de Seguranga Biologica da Secdo Resultados e Discussao)
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Legenda:

o Pré-requisito necessario a uma avaliagio de risco no dmbito da norma técnica ISO 10993-1:2018.
@ Testes previstos na norma ISO 10993-1 aplicaveis a dispositivos médicos, de modo geral — passiveis ou ndo de condugdo conforme caso concreto.

A Testes a considerar, especialmente, no contexto de dispositivo médico que contenham ou sejam constituidos por nat teriais, ou que gerem e liberem nano-objetos.

. Testes a considerar, conforme achados do estudo de toxicocinética.

Fonte: Adaptado de ISO (2018a).
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Portanto, além das informagfes fisico-quimicas e toxicoldgicas referentes ao
nanomaterial que ird compor o material de uso em salde, este (enquanto produto acabado)
também deve ser avaliado quanto aos seus potenciais riscos bioldgicos, motivo pelo qual ndo
apenas testes de caracterizacdo (fisico-quimica, morfoldgica e/ou topografica, bem como de
nano-objetos potencialmente liberados) e de toxicidade comumente previstos pela norma
técnica 1ISO 10993-1 (conforme categorizacdo do produto) devem ser realizados. Isso porque,
a depender da composicao/constituicdo do produto, dos processos de manufatura empregados,
da forma de integracdo e de apresentacdo do nanomaterial no produto final — outros testes
poderdo ser requeridos para identificagdo de riscos relacionados a processos de degradagéo, ao
desprendimento e liberacdo de nanomateriais livres ou incorporados a uma matriz degradavel,
a sua circulacdo, possivel transposicdo de barreiras bioldgicas e interacdo com sistemas
especificos, bioacumulacdo e deflagracdo de respostas inflamatéria e imunoldgica, com
possiveis desdobramentos toxicoldgicos de longo prazo.

Nesses termos, testes de degradacao e toxicocinética podem compor a estratégia (inicial)
de testes de avaliacdo de seguranca biologica a ser implementada no caso concreto.
Especificamente no que tange a avaliagédo toxicocinética, essa pode apontar para a necessidade
de conducdo de outros ensaios mais especificos, tais como os de imunotoxicidade, toxicidade
reprodutiva e/ou desenvolvimental, neurotoxicidade, toxicidade cronica (caso evidenciado
risco de acumulacdo, para avaliacdo de efeitos de longo prazo) a depender dos achados
observados.

Por outro lado, esses mesmos achados também podem sinalizar para a ndo identificacao
de riscos adicionais relacionados ao nanomaterial associado (neste caso incorporado ou fixo a
uma matriz ndo degradavel, sendo seu potencial de exposicdo interna considerado
negligenciavel) ou ao préprio material de uso em saude (cuja aplicagdo nédo resulte na liberacédo
de nano-objetos) — condicdo que leva a possibilidade de condugdo dos demais testes de
avaliacdo de seguranga bioldgica sob bases convencionais, inclusive a partir de dados
provenientes da literatura, que sejam capazes de evidenciar a seguranca do produto com base
no conhecimento corrente aplicavel (até mesmo no que tange a tecnologia de incorporagédo do
nanomaterial, sua estabilidade e permanéncia no produto) e/ou por meio da condugao dos testes
previstos pela norma, segundo a categorizacao aplicavel ao produto — para que em conjunto
com os achados preliminares anteriormente considerados (caracterizagdo do nanomaterial e
testes de triagem nanotoxicoldgica) seja possivel demonstrar a segurancga bioldgica do produto

acabado.
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A representacdo de todo esse processo de avaliacdo de seguranca bioldgica descrito até
aqui encontra-se sumarizada no Fluxograma 3, elaborado com o intuito de racionalizar e
auxiliar o planejamento da estratégia de testes para avaliacdo de riscos biol6gicos de materiais

de uso em salde que contenham, sejam constituidos ou que produzam nanomateriais.

Fluxograma 3 - Avaliacdo de Seguranca Biol6gica de Materiais de Uso em Salde que contenham, sejam
constituidos ou gerem nanomateriais ou nano-objetos, sob uma perspectiva de Gerenciamento de Risco

WM original
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RELACIONADOS AD ANOMATERIALCHM)

ESTIMATIVA E ANALISE DERISCOS

PRODUTOACABADO
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Inaceitaveis
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controle?

AVALTACAO E CONTROLE DERISCOS
ESTIMATIVA E AVALIAGAO QUANTO
A ACEIT ABILID ADE DOS RISCOS

NM = nanomaterial

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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Em relagéo aos testes referenciados no Quadro-Resumo anteriormente apresentado, faz-
se oportuno pontuar algumas consideracGes relevantes a respeito de cada um deles, nesse
contexto de analise de materiais de uso em saude que contenham, sejam constituidos ou que

liberem nanomateriais, conforme disposto no Erro! Fonte de referéncia néo encontrada..

Quadro 10 - Especificidades aplicaveis a avaliacdo de Materiais de Uso em Salde que contenham,
incorporem ou liberem nanomateriais

2.

3.

4,

Desfechos

Citotoxicidade

(morte celular, inibicdo do
crescimento celular,
formacdo de colbnias, e
outros efeitos celulares —
disfuncéo metabolica,
resposta inflamatdria...)

Sensibilizacao

Irritacio/Reatividade
Cutanea

Pirogenicidade (material
mediada e/ou mediada por
pirégenos biol6gicos)

Testes
Metodologias
aplicaveis a
convencionais, mas
também utilizadas para
avaliacdo de nanomaterial
dentre as quais citam-se 0s
ensaios de formacdo de
colénia, MTT, XTT, MTS
adaptado (previsto pela
norma I1SO 19007 (2018b),
dedicada a mensuracdo de
efeito citotdxico deflagrado
por nanoparticulas)...

diversas
materiais

O Teste de Maximizacao
em Porquinhos-da-india é o
Unico recomendado para o
contexto de andlise que
envolva nanomateriais
(Guinea Pig Maximization
test — GPMT).

a) Teste de lIrritagdo
dérmica (aplicacéo topica);

b) Teste de Reatividade
Cutanea (aplicacédo
intradérmica).

Teste de Lisado de
Amebbcito Limulus
(Limulus Amebocyte Lysate

Observagdes

- Recomendada a combinacdo de pelo
menos dois métodos de ensaio diferentes
(que avaliem desfechos distintos) para uma
interpretacdo  cientificamente  valida
((AFSSAPS, 2011) MONTEIRO-
RIVIERA et al., 2009).

- Condicdo justificada pela possivel
interferéncia causada por nanomateriais na
leitura de resultados colorimétricos e
fluorométrico devido a propriedades de
absorbancia fotométrica e fluorescéncia
intrinsecas, bem como por sua alta
reatividade e potencial ligacdo a agentes
corantes (AFSSAPS, 2011) e (I1SO, 2017a).
- Atencdo a escolha do teste, do
tipo/modelo celular e as caracteristicas do
nanomaterial mostra-se fundamental a
avaliacOes mais assertivas (ISO, 2017a).

- Método mais relevante para detec¢do de
possivel atividade de sensibilizacdo por
nanomaterial (aplicagdo intradérmica).

- ldentifica risco de hipersensibilidade
tardia apenas.

- Por serem aplicados em pele integra, o
ensaio de linfonodo local (LLNA) e o teste
em porquinhos-da-india Buehler sfo
inadequados para avaliacao de
nanomateriais, que para ter seu potencial de
sensibilizacdo avaliado precisam penetrar
na pele (GEERTSMA et al., 2015).

a) Aplicavel a produtos em contato com a
derme/epiderme ou mucosa;

b) Awvalia reacdo localizada do tecido
exposto ao nanomaterial/dispositivo.

- Aplicéavel a produtos implantaveis ou que
entrem em contato com o sangue, sendo
também Gtil & avaliagio de NM
hidrofabicos.

- Avaliacdo importante jA que mesmo a
esterilizacdo  terminal  ndo  inativa
endotoxinas  bacterianas,  facilmente
adsorvidas a superficie de nanomateriais;
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Toxicidade Sistémica

Genotoxicidade
(mutagGes genéticas,
mudangas na estrutura e
nimero de cromossomos e
outras toxicidades
genéticas ou ao DNA).

— LAL), especifico para
endotoxinas bacterianas;

Teste de Mondcito Ativado
(Monocyte Activation Test

— MAT), destinado a
deteccdo de outros
pirégenos (leveduras,

parasitas, virus);

Teste de pirogenicidade em
coelho (in vivo), destinado
a deteccdo (indiscriminada)
de reagdes pirogénicas
material mediadas.

Testes de  toxicidade
sisttmica — aguda (24h),
subaguda (24h a 28 dias),
subcrénica (90 dias) e
cronica (6 a 12meses),
conforme a duragdo de
contato do produto ou
possibilidade de
desencadeamento de
eventos adversos no longo
prazo.

Abordagem baseada em
bateria de testes in vitro e in
vivo (ISO, 2018a).

Sdo tidas como opcBes
recomendadas para
avaliacdo de Materiais de
Uso em Saude que
contenham  nanomaterial
ou liberem nano-objetos
por metodologia in vitro:

- Teste de mutacdo génica
usando células de linfoma
de rato (OCDE 476
modificado);

- Teste de microndcleo
(OCDE 487 modificado)
em conjunto com um
ensaio de mutacdo genética
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- A presenca de endotoxinas na superficie
do nanomaterial pode atuar como variavel
confundidora, por interferir na interacdo
entre nanomaterial e sistemas bioldgicos, e
assim levar a concluses incorretas sobre a
biocompatibilidade do nanomaterial (ISO,
2017a).

- Nenhum teste é capaz de diferenciar
reacBes pirogénicas mediadas por material
daquelas devido a contaminagdo por
endotoxinas. A pirogenicidade mediada por
material é rara, tendo essa sido observada
em dispositivos médicos que contém
derivados de materiais biolégicos (1SO,
2018a).

- A selecéo do drgéo/tecido a ser submetido
a analise histopatoldgica deve ser realizada
caso a caso, com énfase no sistema reticulo-
endotelial — especialmente, figado e bago,
por serem 6rgdos comumente afetados pela
circulacdo de nanomateriais (AFSSAPS,
2011) e (I1SO, 2017a).

- A depender da rota de exposicdo e uso
pretendido do produto — 6rgdos como rim,
cérebro, medula 6ssea, dentre outros podem
requer andlise (AFSSAPS, 2011) e (ISO,
20173).

- Para produtos contendo nanomaterial
recomenda-se que a analise realizada seja 0
mais completa possivel, com avaliacdo de
parametros clinicos, biolégicos e anatomo-
patol6gicos (AFSSAPS, 2011).

- Pardmetro chave a ser considerado nesse
tipo de avaliagdo é a solubilidade do
nanomaterial — que se insolivel pode
resultar em sobrecarga, acimulo sistémico,
e eventos adversos no longo prazo.
(AFSSAPS, 2011) e (I1SO, 2017a).

- Estratégia sensivel & deteccdo de
diferentes mecanismos de indugéo de danos
genéticos. (1SO, 2014b; ISO, 2015b)

- Os métodos de teste in vivo sdo
considerados como uma abordagem do tipo
peso de evidéncia, aplicavel frente a
inviabilidade de conducéo de testes in vitro
OU COMo uma espécie de “contraprova” aos
achados positivos ou divergentes obtidos
por métodos in vitro.

- Para todos os testes in vitro é necessario
que se demonstre a captura de
nanomateriais para que sua potencial
exposicdo ao DNA possa ser considerada.
(SCENIHR, 2015)

- O Teste de Mutagdo Bacteriana Reversa,
conhecido como Teste de Ames (Ames
bacterial reverse mutation assay — OCDE
471), ndo é aplicavel a avaliacdo de
nanomateriais, devido a sua propensdo a
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Hemocompatibilidade
(avaliacdo de hematologia,
trombose, coagulacéo,
plaquetas e sistema
complemento).

Implantagéo

ou ensaio de linfoma de
rato;
- Ensaio do cometa.

Em relacdo as
metodologias de teste in
vivo, seriam
recomendados:

- Teste de microndcleo
(OCDE 474 modificado);

- Teste de aberracdo
cromossdmica (OCDE 475
modificado);

- Teste do cometa (OCDE
489 modificado).

Produtos de superficie
nanoestruturada podem ser
avaliados pelas
metodologias descritas na
norma 1SO 10993-4 (I1SO,
2017b).

Nanomateriais e nano-
objetos livres impdem
maiores dificuldades
devido a sua maior relagdo
superficie/volume, a
formacdo do complexo
nanomaterial-corona e a
nanobiointeracdo
estabelecida, e seu
potencial para
agregacdo/aglomeracdo —
requerendo, portanto,
métodos diferenciados
(preferencialmente,
reconhecidos e validados)
(IS0, 2017a).

- Metodologia de teste in
vivo.
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resultados falso-negativos. 1sso porque a
estrutura celular das bactérias atua como
uma barreira a difusdo de nanomaterial,
especialmente, de aglomerados (I1SO,
2017a).

- Caso conducdo de teste in vivo seja
necessaria, sua escolha deve ser definida
por especialista, considerando 0 caso
concreto e achados advindos dos testes in
vitro e demais testes de toxicidade
(SCENIHR, 2015) (1SO, 2017a).

- Quanto as metodologias referenciadas na
coluna a esquerda, essas deverdo ser
consideradas sempre que disponiveis em
versdes modificadas e validadas para
dispositivos médicos.

- Os resultados dos estudos de
genotoxicidade podem ser (teis para
predicio de carcinogenicidade de
nanomateriais, sendo a avaliacdo desse
desfecho entdo considerada.

- De modo geral, trata-se de avaliacdo
aplicavel a produtos que entrem em contato
com a circulagdo sanguinea, apesar de
também ser aplicavel a condi¢fes de
contato indireto, proporcionado pela
liberagdo de nanomateriais ou nano-objetos
fora do sistema circulatério, que sofram
translocacéo e alcancem esse sistema.

- A hemocompatibilidade é um aspecto
chave a ser considerado para produtos que
apresentem superficie nanoestruturada,
nanomateriais livres ou que gerem nano-
objetos incidentais, frente ao seu potencial
para deflagrar a formagdo de trombos ou
mesmo de resposta imunoldgica (via
complemento).

- O potencial para translocagdo dessas
estruturas para a corrente sanguinea pode
ser identificado pelo estudo toxicocinético,
gue nesse caso apontara para a necessidade
de avaliacdo de hemocompatibilidade.

- Para esse desfecho, as propriedades fisico-
guimicas do nanomaterial, nanoestrutura ou
nano-objeto assumem relevancia impar
(principalmente aquelas avaliadas em meio
bioldgico relevante), por modularem suas
nanobiointeragdes, inclusive a nivel
imunoldégico.

- Teste aplicavel a produtos implantaveis.

- Sua conducdo deve levar em consideracao
a rota de exposi¢éo do produto.

- Seu protocolo pode ser expandido de
modo que os testes de toxicidade sejam nele
incorporados.

- Para avaliacdo de nano-objetos livres,
injecdo direta no tecido alvo pode ser
considerada (1SO, 2017a).
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10.
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12.

Toxicidade
Reprodutiva/De-
senvolvimental

Degradacéo

Estudos de Toxicocinética

Imunotoxicidade

A diretriz OCDE 421 pode
ser atil como método de
triagem para obtencdo de
informacdes iniciais sobre
esse desfecho, e por
conseguinte, para avaliacdo
de perigos a ele
relacionados (1SO, 2017a).

Os mecanismos de
degradacdo podem  ser
simulados in vitro para
determinacdo das taxas de
degradacédo e liberagdo de
substancias, subprodutos
ou nano-objetos toxicos

para estimativa de
exposicao.
Testes in vivo também

podem ser requeridos.

Tipo de estudo que envolve
a avaliagdo de processos de
absorcéo, distribuicéo,
biotranformacéo e
excrecdo — sendo por isso
considerados para produtos
gue entrem em contato
direto como o organismo,

com  especial  énfase
aqueles que sejam
implantaveis, que
contenham nanomateriais
livres elou que

apresentem/liberem
produtos de degradagdo em
nanoescala.

Testes de  Toxicidade
subaguda (28 dias) ou
subrcrénica (90 dias) -
também conhecidos como
testes de toxicidade
repetida — podem fornecer
as primeiras indicacfes de

imunossupresséo elo
imunoestimulagdo  (1SO,
2017a).

Para dispositivos médicos
(incluindo-se materiais de
uso em Salde que
contenham nanomateriais),

176

- Essa avaliacdo pode ser requerida caso o
nanomaterial ou seus metabolitos alcancem
0s 0Orgdos reprodutivos — o0 que pode ser
evidenciado por meio do estudo
toxicocinético (SCENIHR, 2015) (ISO,
20173).

- Dispositivos que possam impactar o
sistema  reprodutivo  (por  exposicao
prolongada ou permanente do produto ou
pela presenca de nanoparticulas ou
lixividveis de nanomaterial cuja eliminacao
completa ndo tenha sido demonstrada)
também devem ter essa avaliacdo
considerada (I1SO, 2017a).

- Os testes de degradacdo devem ser
considerados para dispositivos:

a) projetados para serem absorvidos;

b) cujo uso pretendido seja superior a 30
dias;

¢) com potencial para sofrer processos de
degradacdo, desgaste, atrito, abrasdo,
polimento, corrosdo — e gerar nano-objetos
(AFSSAPS, 2011);

d) cuja composicéo indique que produtos de
degradacdo tdxicos possam ser liberados no
organismo.

- Para sua conducdo, devem ser
considerados aspectos relacionados:

a) a finalidade/natureza do produto (se é
absorvivel, se foi projetado para contato de
longo prazo, se sofre processos de corrosdo
ou degradacdo (conhecida ou provavel);

b) ao seu potencial para liberacdo de
guantidades substanciais de produtos de
degradacdo reativos ou potencialmente
toxicos, lixividveis e/ou nano-objetos
incidentais e fons durante seu ciclo de vida
(1SO, 2018a).

Sua conducéo deve levar em considerag&o:
a) a natureza quimica dos materiais;

b) dados sugestivos de efeitos
imunotdxicos (detectaveis durante os testes
de toxicidade repetida pela captura de
nanomateriais pelas células do sistema
fagocitario mononuclear);

¢) potencial imunogénico desconhecido do
material objeto de interesse.
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recomenda-se a conducgdo
de estudos de implantacéo
prolongados para
investigacdo do desfecho
de imunotoxicidade. (I1SO,
2017a).

Outra opcdo considerada
sdo os modelos in vitro para
avaliagdo de vias de
sinalizacdo em linhagens
imunologicas  especificas
(1SO, 2017a).

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Cumpre ressaltar que, em sendo os métodos de teste atualmente empregados para
avaliacdo de toxicidade de nanomateriais, verses adaptadas de métodos desenvolvidos para
analise de substancias quimicas, e que interferéncias podem ocorrer € comprometer sua
interpretacdo — uma boa compreensdo dos ensaios [disponiveis para analise do desfecho
toxicologico de interesse], de como eles funcionam e de como as nanoparticulas se comportam
no sistema de ensaio e em relacdo aos parametros medidos mostram-se como aspectos
fundamentais para determinacdo de um plano experimental sistematico e de interpretacéo
adequada dos dados, conforme asseverado por Stone, Johnston e Schins (2009).

Ademais, frente as diferentes aplicac@es e especificidades fisico-quimicas inerentes aos
diversos tipos de nanomateriais, faz-se oportuno enfatizar a necessidade de avaliacGes
nanotoxicoldgicas caso a caso, ainda baseadas em metodologias in vitro e in vivo convencionais
adaptadas, devido a indisponibilidade de abordagens preditivas robustas e suficientemente
validadas, aplicaveis tanto ao processo de caracterizacdo fisico-quimica e bioldgica do
nanomaterial, como a avaliacdo de seguranca bioldgica do material de uso em salde que
contenha ou seja constituido por nanomateriais, também baseada em abordagem caso a caso,
pela singularidade tecnolégica do produto.

Nesses termos, as Diretrizes ora apresentadas devem ser tomadas como orientagdes, tal
como 0 sdo, ja que representam as impressdes da autora e ndo da instituicdo da qual faz parte,
ndo possuindo, portanto, status normativo ou poder vinculante — motivo pelo qual devem ser
consideradas a luz da legislacdo sanitaria vigente aplicavel a materiais de uso em saude, as
normas técnicas de referéncia cabiveis e documentos globalmente harmonizados, caso

existentes.
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Por fim, cabe mencionar que as considera¢@es até aqui realizadas ndo sdo exaustivas.
Assim, esclarecimentos e/ou analises adicionais poderdo ser requeridas pela autoridade

regulatoria, mediante ato administrativo préprio devidamente motivado.

5.1.4 Reporte de Informacbes

O consolidado dos dados obtidos, tanto no processo de caracterizacdo fisico-quimica
como de avaliacdo de seguranca bioldgica, para fins regulatorios, deve ser apresentado sob a
forma de relatorios individuais ou como um relatério Gnico, desde que devidamente instruido e
subsidiado pelo detalhamento necessario a comprovacao de seguranca do produto objeto de
interesse, conforme o uso pretendido.

Para tanto, descricdo detalhada do material de uso em salde que contenha ou seja
constituido por nanomateriais deve ser apresentada. Informacdes relacionadas ao seu design e
processamento até a obtencdo do produto acabado — tais como desenho e especificacdes
técnicas, estrutura e composicédo, etapas de manufatura, processamentos e principais controles
implementados, inclusive em relacdo & adi¢cdo de nanomateriais, além de informacbes
relacionadas a finalidade e uso pretendido do produto devem ser consideradas.

Finda essa exposicdo introdutoria sobre o dispositivo e a tecnologia “nano” a ele
incorporada, faz-se oportuno apresentd-la de modo pormenorizado — considerando-se a
introducdo e o historico de sua utilizacdo em materiais de uso em saude (de forma geral e
especifica, conforme aplicacdo do produto objeto de interesse), forma de apresentacdo do
nanomaterial no dispositivo (livre, fixo ou incorporado a matriz de outro material); finalidade
e diferenciais/beneficios alcangcados pelo seu emprego no produto; assim como a descricdo de
sua natureza, constituicdo, estrutura, composicdo quimica/identidade; método(s) de sintese
aplicado(s) para sua obtencdo e presenca de eventuais residuos/impurezas.

Na sequéncia, apresentacdo do processo de caracterizacdo das propriedades fisico-
quimicas e/ou morfologicas e topograficas do nanomaterial empregado (conforme aplicavel)
deve ser realizada. Informacdes relacionadas ao racional para determinacdo dos atributos
avaliados, sua descricdo e relevancia (em relacdo ao nanomaterial e sua apresentacao no produto
em que estara contido), bem como preparo da amostra (incluindo a identificagdo de protocolos
aplicados), métodos analiticos empregados (escopo em termos de material, intervalo de

medicdo e/ou concentragdo e incerteza da medicdo; condi¢cdes de exposicdo; descricdo do
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procedimento; justificativa técnica para determinacdo e escolha de outros métodos
complementares a analise do atributo objeto de interesse), resultados obtidos e sua discusséo a
luz da literatura e de critérios de aceitacdo estabelecidos, sendo nela também destacados os
diferenciais identificados em relacdo as propriedades manifestadas pelo mesmo material em
macroescala.

Ressalta-se que todas essas informagfes devem ser consideradas para cada um dos
atributos avaliados. Ademais, recomenda-se, conforme disposto pelo documento da Agéncia
Regulatoria Francesa (Agence Nationale de Sécurité du Medicament et des Produtis de Santé —
ANSM)?" que as mensuragdes sejam realizadas em niimero de amostras apropriado. Quanto a
ndo avaliacdo de algum atributo importante, seja por inaplicabilidade ou inviabilidade técnica,
essa deve ser justificada sob bases técnico-cientificas solidas.

Cumpre ponderar, que a caracterizagdo supra referenciada deve contemplar tanto o
nanomaterial original como o nanomaterial disperso em meio bioldgico relevante, conforme o
contexto de aplicacdo clinica do produto acabado — para que suas identidades sintética e
bioldgica sejam melhor compreendidas e correlacionadas aos achados obtidos na avaliacao
toxicologica.

Outra etapa importante a ser considerada na documentacdo atinente a avaliacdo do
nanomaterial utilizado, refere-se a sua triagem toxicoldgica. A escolha dos testes realizados,
bem como identificacdo/referéncia do protocolo ou metodologia adotados, bem como descricédo
do preparo da amostra, definicdo e justificativa para dose e métrica de dose aplicada, eventuais
adequac0Oes metodoldgicas realizadas (acompanhadas de justificativa técnica embasada), bem
como consideragOes relacionadas as limitagdes do método e a necesséria adogcdo de outra(s)
metodologia(s) (baseadas em mecanismos distintos) para avaliacdo do desfecho toxicolégico
de interesse deverdo ser reportadas.

Quanto a avaliagdo de seguranca bioldgica do produto acabado, racional para o
planejamento e execucdo dos testes identificados como necessarios deve ser apresentado. Para
tanto, informac@es relacionadas & categorizacdo do produto, cenario de exposicdo (rota de
exposicdo, tecido/fluido em contato, frequéncia/duracdo do contato, biodisponibilidade do
nanomaterial ou de nano-objetos), e principais achados de sua caracteriza¢do (incluindo-se
aquela relacionada ao nanomaterial nele contido) deverdo ser apresentadas, para que seja

possivel avaliar a pertinéncia, aplicabilidade e abrangéncia da avaliacdo de seguranca bioldgica

27 Tradugio nossa: Agéncia Nacional de Seguranca de Medicamentos e Produtos para Salide (ANSM).
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conduzida, bem como sua capacidade para identificar e caracterizar riscos relacionados ao
nanomaterial contido no produto ou aos nano-objetos dele liberados.

Cada um dos relatorios de teste apresentados deve identificar a norma técnica de
referéncia utilizada, bem como sua versdo (se adaptada ou ndo a avaliacdo de dispositivos
médicos que contenham ou sejam constituidos por nanomateriais) — informagdo essa
diretamente relacionada a metodologia de teste empregada. Para casos em que a horma nao
tenha sido validada para esse tipo de analise, justificativa técnica para sua utilizacdo, bem como
eventuais modificacfes metodoldgicas implementadas para contornar eventuais interferéncias
ou artefatos (conhecidos ou identificados) deverdo ser explicitadas a luz da literatura corrente.

No que tange a amostra teste utilizada (produto propriamente dito, parte representativa
ou solucdo de extracdo), essa deve ser identificada e devidamente caracterizada, inclusive
guanto ao nanomaterial nela contido. Informacdes relevantes relacionadas ao procedimento de
preparo de amostra; selecdo e descricdo da dose, bem como justificativa para sua determinacao;
linhagem celular, tipo de cultura ou modelo animal selecionado; material de referéncia
utilizado; identificacdo dos controles positivo e negativo adotados; bem como descri¢do da
metodologia implementada, juntamente com a apresentacéo e discussdo dos resultados obtidos
devem ser consideradas. Eventuais limitacdes do método de teste e suas implicacdes sobre a
interpretacdo dos resultados também deverdo ser pontuadas e discutidas a luz da literatura.

Por fim, analise global dos principais achados obtidos nas analises realizadas,
respaldada por literatura cientifica relevante relacionada tanto ao produto objeto de analise
(inclusive quanto a sua constituicdo e caracteristicas nano-especificas, se disponivel), como a
dispositivo comparavel ndo constituido por nanomaterial — deve ser realizada, de modo a
subsidiar a avaliacdo dos riscos bioldgicos identificados quanto a sua aceitabilidade e/ou
necessaria adocdo de medidas de controle, com vistas a garantir a seguranca biologica do
material de uso em salde que contenha, seja constituido ou produza nanomateriais, em seu
contexto de utilizacdo clinica. Portanto, demonstracao de relagéo risco-beneficio favoravel aos
beneficios previstos para o referido produto quando comparados aos potenciais riscos residuais

mostra-se imperativa a confirmacéo do seu perfil de seguranca toxicologica.
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6 CONCLUSOES

Pela extensdo e abrangéncia do conteido recuperado e considerado neste trabalho,
evidencia-se o rapido e dindmico avanco cientifico experienciado pela Nanotecnologia nos
Gltimos vinte anos, periodo em que impulsionou o surgimento de importantes areas do
conhecimento, fortemente, relacionadas a sua aplicacdo na area da salde, tais como a
Nanotoxicologia e a Nanomedicina, que por sua complexidade e potencialidade,
respectivamente, tém demandado recursos intelectuais, estruturais e materiais significativos a
uma melhor compreensdo dos fendmenos fisico-quimicos e biolégicos da gama de
nanomateriais disponiveis, bem como de seus eventuais perigos nos possiveis cenarios de
utilizacdo clinica, com vistas ao alcance de aplicacdes efetivas, mas principalmente, seguras
sob uma perspectiva de risco.

Contudo, sistematizacdo e harmonizacao sdo processos fundamentais a estruturacao e
consolidacdo de todo o conhecimento produzido até aqui, pois, apesar de vultoso, ele se
constitui, em grande parte por publicac6es conflitantes e de baixa qualidade metodoldgica — o
que tem comprometido a robustez dos avancos auferidos, a prépria compreensdo dos
fendmenos observados e, por conseguinte, o progresso da Nanociéncia nos diversos campos em
que sua aplicacdo seja vislumbrada, devido as varias lacunas de conhecimento ainda existentes.
Tais processos alcancam desde aspectos ontologicos (de amadurecimento e padronizacdo
terminoldgica, ainda ndo atingidos, nos diversos ambitos em que a Nanotecnologia transita),
até metodoldgicos, procedimentais, metroldgicos e técnicos base ao estabelecimento de
protocolos validados e difundidos para obtencdo de resultados criveis, reprodutiveis e
comunicaveis entre as esferas académico-cientifica, regulatoria, legislativa e social.

Nesse sentido, entender o cenario para balizar estratégias colaborativas que viabilizem
a interlocugéo, o alinhamento de interesses/necessidades, a curadoria e o compartilhamento de
informacbes confiaveis e relevantes para construcdo de uma base cientifica sélida e
sustentavel, capaz de subsidiar o progresso de abordagens baseadas em metodologias
alternativas advindas de modelos in vitro avancados e/ou in silico bem estabelecidos e validados
— torna-se imperativo a superacdo dos desafios atuais. No entanto, sendo esse um movimento
ainda incipiente e limitado, por sua propria natureza, dimensionalidade e propdsito, muito ainda
h& que se trabalhar para sua consecugdo em um dmbito mais restrito, circunscrito as principais

jurisdicGes engajadas no tema, para posterior alcance global.
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Sob essa perspectiva, e com o intuito de tentar contribuir para o alinhamento e avanco
regional desse processo, mesmo que sob uma perspectiva mais especifica, é que se propds o
presente trabalho, que por sua vertente exploratoria recuperou literatura abrangente e diversa,
necessaria a compreensdo de um contexto geral (relacionado & nanotecnologia no ambito da
salide, com enfoque a sua aplicagdo na area de materiais de uso em saude), e também especifico
(relativo a nanotoxicologia e regulacdo aplicadas ao contexto desta categoria de produtos
médicos) para proposicao de diretrizes regulatdrias base a avaliacdo de seguranca bioldgica de
materiais de uso em saude constituidos por nanomateriais, sob uma perspectiva de risco,
tracadas a partir do conhecimento corrente (até entdo marcado por incertezas e importantes
lacunas) e da préatica regulatéria atual (limitada pela falta de base constitutiva sélida para
regulacao de novas tecnologias, hoje, avaliadas a partir da legislacdo sanitaria vigente, sendo
suas especificidades tratadas por abordagem do tipo caso a caso).

Abordagem essa, que tem se mostrado insustentavel ao longo dos anos, frente a uma
realidade inventiva de crescimento constante e vertiginoso, como aquela em que a
Nanotecnologia e 0s nanomateriais se inserem, que desafia os modelos e ferramentas de
avaliacdo aplicados aos processos de caracterizagdo, analise toxicologica e de risco, assim como
a propria estrutura regulatoria global; impondo aos atores envolvidos a necessidade de
cooperacdo e engajamento para 0 avango e desenvolvimento de abordagens preditivas,
integradas e validadas capazes — ndo s de oferecer resultados mais assertivos e Uteis a aplicacao
segura dos diversos nanomateriais disponiveis no contexto biomédico, e ao desenvolvimento
de novas geracdes de nanomateriais a partir da premissa “safe by design”; mas de viabilizar a
racionalizacéo, otimizacdo e mesmo, acessibilidade a recursos e conhecimentos importantes ao
progresso cientifico e regulatério, sob bases convergentes, mais consistentes e democraticas.

Embora esta seja a expectativa, sua concretude ainda se distancia da realidade factual,
razdo pela qual academia, autoridades regulatérias e industria precisam trabalhar
conjuntamente, e assim somar esforgos, recursos, conhecimentos e experiéncias para tornar a
producdo cientifica mais célere, consistente e direcionada ndo apenas a reducdo de lacunas e
superacdo de obstaculos técnicos, mas a uma compreensdo fenomenoldgica ampliada e
suficiente ao progresso de questdes relevantes, como a determinagdo da seguranca de uso de
nanomateriais em salde, com destaque aqueles empregados em materiais de uso em saude —
frente a sua diversidade e versatilidade de uso nos dominios de prevencdo, tratamento e
reabilitacéo.

Nesse sentido, a consecucdo do presente trabalho, sobretudo no que concerne a

proposicdo de diretrizes regulatdrias direcionadas a avaliacdo de seguranca de bioldgica dessa
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categoria de dispositivos, podera ndo apenas oportunizar a retomada das discussdes a respeito
daincorporacéo de nanotecnologia aos produtos sujeitos a regulacao sanitaria (e sua seguranca),
mas sensibilizar a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, assim como o setor
regulado/inddstria, a Academia e os legisladores para a necessidade de uma interlocucdo mais
préxima e plural que viabilize o amadurecimento e trabalho coletivos na instituicdo de
regramentos e politicas publicas factiveis e responsaveis, alicercados em bases cientificas, bem
como em disposicdes e praticas adotadas por jurisdicdes na vanguarda do tema — tornando-se
assim, em Ultima analise, potencial referéncia e ponto de partida para iniciativas colaborativas

diversas e de avango cientifico na temética de nanosseguranca em dmbito nacional.



184

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Estima-se que a industria da nanomédica esteja a beira de uma grande revolucao e que
deva crescer a 350 bilhdes até 2025 (Grand View Research I, 2017 apud KARAKUS; BILGI,
WINKLER, 2020, p. 2). Isso posto e considerando-se 0 cenario apresentado por este trabalho,
quanto ao processo constitutivo da Nanociéncia aplicada ao contexto biomédico, algumas
ponderacdes fazem-se oportunas:

- E premente a necessidade de revisdo e redirecionamento do modelo de analise,
atualmente, adotada por cientistas e reguladores, para avaliagdo de nanomateriais e produtos
que os contenham, baseada em abordagem do tipo caso a caso. A realidade evolutiva e
disruptiva imposta pela Nanotecnologia impulsiona a comunidade cientifica ao
desenvolvimento de metodologias alternativas realistas e computacionais preditivas, bem como
de estratégias integradas (que também se utilizem dos achados produzidos por metodologias
tradicionais adaptadas) validadas para obtencédo de dados mais precisos e confiaveis para analise
de risco e tomada de decisdo quanto a seguranca e determinacdo da relacéo risco-beneficio de
determinado nanomaterial no contexto de aplicacdo clinica proposto; assim como para
superacdo dos inumeros desafios técnicos que, hoje, tanto comprometem a compreensao
fenomenologica e o progresso cientifico consistente da Nanotecnologia;

- Nesse sentido, cumpre pontuar que a analise por agrupamento ou categorizacdo de
nanomateriais, hoje, ja utilizada como estratégia de triagem e priorizacdo de nanomateriais de
maior perigo (com vistas a minimizar testagens desnecessarias) tende a evoluir e ganhar espaco
com o avanco das metodologias supramencionadas, ao viabilizar a racionalizacao e otimizacao
de recursos, bem como a melhoria geral da qualidade e completude das evidéncias geradas, em
um futuro néo téo distante;

- Para tanto, esforgo colaborativo para continuidade e expansao de iniciativas de ordem
técnica e normativa como aquelas instituidas nos ambitos da OCDE, ISO e ASTM, por
exemplo, tornam-se imperativas ao avanco, disseminacdo, alinhamento e incorporacdo de
informacdes qualificadas pelos diferentes atores envolvidos e interessados no desenvolvimento
e aplicacdo da Nanotecnologia e da Nanomedicina;

- Nesse sentido, o estreitamento das relagcdes entre pesquisadores, legisladores e
reguladores contribuiria sobremaneira para ampliacdo, alinhamento e convergéncia de

perspectivas; para aprimoramento, reorientacdo de praticas e racionalizacdo de recursos; e por



185

conseguinte, para obtencdo de produtos cientificos qualificados, harmdnicos e plurais em sua
aplicabilidade;

- Sob essa Otica, o trabalho ora apresentado poderia se tornar um instrumento importante
a interlocucgdo, ao amadurecimento e reducdo de assimetria informacional entre os diferentes
participes em discussdes no dominio da Nanotecnologia aplicada a saide; além de um possivel
referencial regulatério e cientifico no ambito da propria Anvisa e de outras esferas
governamentais engajadas no processo de construcdo e consolidacdo de melhores praticas ao
avanco qualificado da Nanociéncia em territorio nacional;

- Por fim, consolidag&o e curadoria de dados de dados de caracterizacdo fisico-quimica,
topografica e morfolégica, bem como de desfechos bioldgicos relevantes constituir-se-iam
estratégias relevantes a superacdo de adversidades relacionadas a acessibilidade de dados
confidveis e a consolidacdo de dados que subsidiem avaliacbes mais completas e, inclusive de
longo prazo.
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9.1 APENDICE A—-PROTOCOLO DA REVISAO DE ESCOPO

OSF REGISTRATION — PROTOCOL
Registration DOI: 10.17605/OSF.I0/C9BZF
(December 71, 2020)

The regulatory challenges in the biological evaluation of nanotechnology-based

medical devices under a risk management perspective: a scoping review

Summary

This is a scoping review protocol designed to compose a master’s degree thesis. The
purpose of this scoping review is to map and assess the available literature regarding biological
evaluation of nanotechnology based medical devices under a risk management perspective, in
order to support the proposal of a general regulatory guidance for this product category in
Brazil, taking into account the challenges imposed by specificities of this enabling technology

in the health field and the existing knowledge gaps.

1. Background:

As nanotechnology is an enabling technology with potential to be applied in a wide
variety of fields, it has aroused interest, hopes, but also concerns in the heath field due to both
its potential to solve unresolved medical issues, and the risks related to their biological safety
and the countless uncertainties related to its behavior at the biological interface and its
consequences in long term.

In this sense, the emergence of nanotoxicology, as a fundamental science to understand
the nanosafety in nanomedicine context, associated with the growing development of
nanotechnology-based medical devices have highlighted the importance of mapping the
available knowlegde in these fields to better structure and address the regulatory approach
applied to this new category of medical devices.

Being the literature about those topics disperse and diverse, the adoption of a broad
and somewhat systematic review to provide an overview of existing evidence (regardless of its
quality), such that provided by Scoping Reviews, was considered as the most appropriated

strategy to guide the objectives proposed for this project.
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2. Objective:

The purpose of this scoping review is to map and assess the available literature
regarding biological evaluation of nanotechnology based medical devices under a risk
management perspective, in order to support the proposal of a general regulatory guidance for
this product category in Brazil, taking into account the challenges imposed by specificities of

this enabling technology in the health field and the existing knowledge gaps.

3. Questions:
3.1. Main Question:
- How does the biological evaluation of nanotechnology-based medical devices differ

from regular evaluation performed for medical devices in general?

3.2. Secondary Questions:

- Which are the challenges involved in biological evaluation of nanotechnology-based
medical devices?

- How they have been addressed?

- How the biological evaluation of nanotechnology-based medical devices has advanced

to overcome inherent challenges and difficulties in this context?

4. Elegibility Criteria:

The inclusion and exclusion criteria proposed for this scoping review are not strict due
to the purpose and nature of the project.

- Inclusion criteria: unrestricted publications related to nanotechnology-based medical
devices with focus on "general health care materials”, regulation, biological safety evaluation
and/or biological risk management applied to nanotechnology-based medical devices.
Furthermore, general publications related to these topics (even if no especially related to
medical devices) will also be considered for their potential to subsidize a knowledge still under
construction in this field.

- Exclusion criteria: publications related to equipments and in vitro diagnostic
products, as thoses medical devices categories are out of the scope of this project, as well as
those borderline nanomedicines, whose classification is not well established yet. Furthermore,
publications in languages other than Portuguese, English or Spanish will be disregarded.

It should be noted that prior to this scoping review protocol registry, preliminary

researches were conducted to identify possible scoping reviews related to this study topic. These
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were carried out on December 6th, 2020 by the PubMed and Cochrane Library databases,
using the terms ((((("nanotechnology 138669"[All Fields]) ) ) AND ("medical devices"[All
Fields])) AND (“"regulation"[All Fields])) AND (“"scoping review"[All Fields]); and
((((nanotechnology) AND (medical devices)) AND (regulation)) AND (safety management))
AND (scoping review), respectively. No results were found.

5. Search Strategy:

Regarding the search strategy, in order to be comprehensive in identifying the available
literature on the topic, it will be implemented in at least two database of general scope, such as
PubMed, Cochrane Lybrary, Embase, Scopus - to be defined.

Considering the extention of possible applicable terms, the appropriate search strategy
will just be defined after a reasonable evaluation of its feasibility as a unique block of terms or
searching groups (by macrothems related to regulation, biological evaluation and risk

management of nanotechnology-based medical devices).

6. Extraction of the Results:
The data extraction will be processsed after publication selection process (based on

established inclusion and exclusion criteria).

7. Presenting Results:

A flowchart will detail the review decision process, indicating the results from the
search, removal of duplicate citations, study selection, full retrieval and potential additions.

The narrative summary of findings will be structured and presented as a charting table
to record the key information of selected sources, such as authorship, year of publication,
publication title, journal/impact factor, relevant findings to the review questions. This content

can be reviewed and refined during the data evaluation, if necessary.

8. Discussion, Conclusion and Future Implications:

The results will be discussed in the context of current literature, being the conclusions
presented accordingly to review questions.

As for implications, some recommendations may be done for future researches based

on the knowledge gaps identified and prospects for advancement in the area.
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9.2 APENDICE B — MOTIVOS DE EXCLUSAO DOS ARTIGOS SELECIONADOS
PARA LEITURA NA INTEGRA



Ordem Ano

1.

10.

11.

12.

2020

2015

2020

2020

2018

2019

2012

2011

2017

2015

2011

2018

Autoria
ABDELSATTAR
AS, DAWOUD A,
HELAL MA.

ALEXIOU C,
FADEEL B.
ALEYA L, ABDEL-
DAIM MM.

BANNUSCHER A,
etal.

BASTUS NG,
PUNTES V.
BETTAZZI F,
PALCHETTI I

BOHNSACK JP,
ASSEMI S, MILLER
JD, FURGESON DY.

BOSETTI R,
VEREECK L.
BREHM M, ET AL.

BRUININK A,
WANG J, WICK P.

BURELLO E,
WORTH A.
BYRNE HJ,
MUKHERJEE SP,
NAHA PC.

Titulo
Interaction of nanoparticles with
biological macromolecules: a review
of molecular docking studies

Editorial: Brave new world - Focus
on nanomedicine

Advances in nanotechnology,
nanopollution, nanotoxicology, and
nanomedicine

Metabolomics profiling to
investigate nanomaterial toxicity
in vitro and in vivo

Nanosafety: Towards Safer
Nanoparticles by Design
Nanotoxicity assessment: A

challenging application for cutting
edge electroanalytical tools

The primacy of physicochemical
characterization of nanomaterials
for reliable toxicity assessment: a
review of the zebrafish
nanotoxicology model

Future of nanomedicine: obstacles
and remedies

An Integrated Data-Driven Strategy
for Safe-by-Design Nanoparticles:
The FP7 MODERN Project

Effect of particle agglomeration in
nanotoxicology
Computational nanotoxicology:

Predicting toxicity of nanoparticles

Nano Bio Interactions:
Nanomedicine and Nanotoxicology

Revista
Nanotoxicology

Biochem  Biophys
Res Commun
Environ Sci Pollut
Res Int

Nanotoxicology

Curr Med Chem

Methods Mol Biol

Nanomedicine
(Lond)
Adv Exp Med Biol

Arch Toxicol

Nat Nanotechnol

Int J Environ Res
Public Health

Motivagéo
Fora de escopo - especificidade e finalidade. Visdo geral sobre a realizagdo
de estudos tipo docking com NP especificas (TiO2,CuO,Fes04Ag, Au, ZnO,
Mn203,Ce0, graphene) para predicdo de sua  interacdo com as
macromoléculas bioldgicas e potencial toxicidade. Técnica de estudo de
comportamento biolégico relativamente nova.
Fora de escopo - Aborda a nanomedicina com enfoque em
nanomedicamentos.
Fora de escopo - maior enfoque em nanopolui¢do, tendo as raras mengdes
relacionadas a nanotoxicidade sido direcionadas a NP especificas e em
abordagem desconexa com a tematica do trabalho.
Fora de escopo - especificidade. Estudo realizado com nanoparticulas de
SiO2 em modelo in vitro e in vivo (inalacéo).

Fora de escopo - especificidade. Apresenta o recente desenvolvimento de
novas estratégias de nanosseguranca com vistas ao enderegamento do
conceito "safe-by-design" para otimzacdo de performance e seguranga.
Abordagem voltada a NP inorganicas.

Fora de escopo — especificidade. Detalhnamento das vias de sinalizagdo
toxicoldgica molecular aprofundado para contextualizagdo de abordagens
eletroquimicas aplicadas em avaliagdes in vitro e in vivo.

Fora de escopo - especificidade e finalidade. Artigo de reviséo baseado em
coletanea de estudos nanotoxicoldgicos envolvendo NM especificos como
nanotubos de carbono, fulerenos, ouro, cobre, metais pesados, prata, 6xidos
metalicos, dendrimeros - a partir do modelo zebrafish.

Fora de escopo - voltada
nanomedicamentos.

Fora de escopo - finalidade e especificidade. Abordagem relacionada a
plataforma/biblioteca MODERN - relacionada ao projeto FP7 da Comisséo
Europeia que dispde sobre dados e modelo computacional (QNAR)
direcionados a NP metélicas e de 6xidos metélicos.

Fora de escopo - tematica ambiental e especificidade. Abordagem voltada a
discusséo de aglomerados de ENPs no meio ambiente e sua toxicidade no
organismo humano, quando capturados por exposicdo aérea ou
gastrintestinal (por ingestédo).

Fora de escopo - relacionado ao desenvolvimento e validagdo de modelo
QSAR aplicado a avaliacdo de citotoxicidade de NP de oxido metalico -
especificidade das propriedades e descritores utilizados.

Fora de escopo - especificidade e tematica. Editorial dedicado a descri¢do de
artigos relacionados & compreenséo das nanobiointeracdes deflagradas por
NM especificos, bem como aquelas observadas no meio ambiente.

abordagem essencialmente  para



13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

2019

2016

2014

2013

2018

2019

2013

2013

2014

2017

2006

CAI R, CHEN C.

CASMAN EA,
GERNAND JM.
CHANG XL, YANG
ST, XING G.

CHEN C, LI YF, QU
Y,CHAIZ,ZHAQYY.

CHEN S, LIANG XJ.

CHETWYND  AJ,
WHEELER KE,
LYNCH I.

CLIFT MJ, ET AL.

COHEN J, DELOID
G, PYRGIOTAKIS
G, DEMOKRITOU
P.

COHEN M,
TEEGUARDEN JG,
DEMOKRITOU P.

CONCU R,
KLEANDROVA

VV, SPECK-
PLANCHE A,
CORDEIRO MNDS.
CURTIS J,
GREENBERG M,
KESTER J

The Crown and the Scepter: Roles of
the Protein Corona in Nanomedicine
Nanotoxicology: Seeing the trees for
the forest

Molecular toxicity of nanomaterials

Advanced nuclear analytical and
related techniques for the growing
challenges in nanotoxicology
Nanobiotechnology and
nanomedicine: small change brings
big difference

Best practice in reporting corona
studies: Minimum information about
Nanomaterial Biocorona
Experiments (MINBE)

Can the Ames test provide an insight
into  nano-object mutagenicity?
Investigating the interaction between
nano-objects and bacteria
Interactions of engineered
nanomaterials in  physiological
media and implications for in vitro
dosimetry

An integrated approach for the in
vitro dosimetry of engineered
nanomaterials

Probing the toxicity of nanoparticles:
a unified in silico machine learning
model based on perturbation theory

Nanotechnology and
nanotoxicology: a primer for
clinicians

Adv Mater
Nat Nanotechnol

J Biomed
Nanotechnol

Chem Soc Rev

Sci China Life Sci

Nano Today

Nanotoxicology

Nanotoxicology

Part Fibre
Toxicol

Nanotoxicology

Toxicol Rev

Fora de escopo — tematica e especificidade. Abordagem voltada a
nanomedicamentos.
Fora de escopo - especificidade (pontos quanticos de cadmio).

Fora de escopo - especificidade. Mecanismos e aspectos relacionados a
toxicidade de NMs a partir de experiéncias/avaliacdes de NM especificos, o
que compromete extrapolagdes gerais.

Fora de escopo - compreensdo geral de técnicas analiticas nucleares
aplicadas a caracterizagdo de NM, quantificacdo de biodistribuicdo,
bioacumulacéo e transformacéo de NM in vivo.

Fora de escopo - abordagem geral sobre nanotecnologia e sua aplicacdo a
area médica.

Fora de escopo — tematica. Enfoque ao relatério de informagdes minimas
sobre experimentos para analise de biocorona.

Fora de escopo - estudo destinado a avaliagdo de um grupo de NP bem
caracterizadas submetidas ao teste de AMES, cuja ndo aplicabilidade a NM
encontra-se bem definida.

Fora de escopo - finalidade e especificidade. Propde protocolo de dispersdo
padronizado e funges dosimétricas empiricas a partir de ENM metalicos ou
oxido metalicos em pd, com vistas a viabilizar preparagdes reprodutiveis e
consistentes de suspensdes de ENM monodispersas e estabilizadas, bem
como estimativa de entrega de dose de NPs as células como uma fungéo do
tempo.

Fora de escopo - finalidade. Apresentacdo de metodologia integrada para
dosimetria de NP in vitro derivada, como ferramenta para determinacéo e
relato de dose entregue as células. Metodologia baseada no parametro de
aglomeragdo. Apresentados calculos numericos para deposicéo de particula
ao longo do tempo, validados para 20 NP metalicas e de oxido metalicos em
uma variedade de condicles in vitro para auxiliar nanotoxicologistas nas
questdes de dosimetria em seus estudos de triagem.

Fora de escopo - tematica e diversidade de sistemas biologicos avaliados
(predominantemente voltados a ecotoxicidade) = modelo QSTR baseado na
teoria da perturbagdo para predicdo de perfis toxicologicos multiplos de
diversos NM sob condicfes experimentais diversas e baseado em metodos
de andlise néo linear (redes neurais aritificais).

Fora de escopo - abordagem geral sobre nanotecnologia, alguns
nanomateriais (enquanto produtos primarios da nanotecnologia), aplicacdes
biomédicas (biosensores, imageamento e drug delivery), vias de exposigio
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24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

2013

2016

2013

2017

2015

2021

2020

2011

2015

2018

PHILLIPS St
KRIEGER G
DARABI SAHNEH
F, SCOGLIO C,
RIVIERE J.

DAVID CA, OWEN
A, LIPTROTT NJ.

DAWSON KA,
ANGUISSOLA S,
LYNCH 1.

DELOID GM,
COHEN M,
PYRGIOTAKIS G,

DEMOKRITOU P.
DELOID GM, et al.

DEMIR E.

DUAN Y etal.

DUARTE IF.

DUSINSKA M,
TRAN L.

DWIVEDI S, et al.

Dynamics of nanoparticle-protein
corona complex formation:
analytical results from population
balance equations

Determining the relationship
between nanoparticle characteristics
and immunotoxicity: key challenges
and approaches

The need for in situ characterisation
in nanosafety assessment: funded
transnational access via the QNano
research infrastructure

Preparation, characterization, and
in vitro dosimetry of dispersed,
engineered nanomaterials

Advanced computational modeling
for in vitro nanomaterial dosimetry

A review on nanotoxicity and
nanogenotoxicity of different shapes
of nanomaterials

Prediction of protein corona on
nanomaterials by machine learning
using novel descriptors

Following  dynamic  biological
processes  through  NMR-based
metabonomics: a new tool in
nanomedicine?

NanoTEST in a Nutshell

Toxicogenomics: A New Paradigm
for Nanotoxicity Evaluation

PLoS One

Nanomedicine

(Lond)

Nanotoxicology

Nat Protoc

Part Fibre Toxicol

J Appl Toxicol

Nanolmpact

J Control Release

Nanotoxicology

Adv Exp Med Biol

e toxicidade (inalatoria, dermica, gastrintestinal) a partir de NM especificos,
antigenicidade de NM de carbono, quest6es regulatérias ambientais.

Fora de escopo - tematica e finalidade. Apresentagcdo de uma extensédo de
modelo desenvolvido por Dell'Orco et al. para avaliagdo de dois pontos de
equilibrio no processo de formagdo da proteina corona (hard), a partir da
composicao e tempo de processo.

Fora de escopo - especificidade.
nanomedicamentos.

Abordagem relacionada a

Fora de escopo - temética e finalidade. Breve contextualizagdo do acesso
transnacional financiado pelo projeto QNano - que fornece infraestrutura de
pesquisa analitica para caracterizacdo de NMs, ressaltando a importancia e
impacto dos meios de cultura na determinagdo do comportamento das NPs.
Fora de escopo - finalidade (protocolo) e especificidade (NM em suspenséo,
sendo também limitado a NM com taxa de aspecto relativamente baixa).

Fora de escopo - especificidade e finalidade Apresenta modelos
computacional de transporte para estimativa de dosimetria de ENM
relevantes de 6xido metalico suspensas em meio de cultura.

Fora de escopo - especificidade. Relacionado a avaliagdo de nanotoxicidade,
com enfoque no formato de NM metalicos ndo-magnéticos, magnéticos e
semicondutores - especificamente nanofios, nanobastoes e nanoesferas
quanto a efeitos formato-dependentes.

Fora de escopo - especificidade tematica. Abordagem direcionada a
apresentacao de modelo de predicao de proteina corona formada em matrizes
bioldgicas contendo varios tipos de nanomateriais engenheirados (metalicas,
a base de celulose e NM bidimensionais) e uma série de proteinas para
interacdo, a partir de algoritmo de machine learning.

Fora de escopo - especificidade e tematica (nanomedicamentos). Abordagem
geral sobre metabologenémica, técnicas reconhecidas, sua incipiente
aplicacdo no contexto de nanoformulacdes desenhadas para entrega de droga
(farmacogendmica), e em contextos de aplicagdo de nanomateriais sozinhos
ou combinados com agentes biol6gicos ativos.

Fora de escopo - finalidade: apresentagdo de 13 artigos que utilizaram os
pressupostos do projeto NanoTEST como base para condugao de diversos
estudos de toxicidade de NP especificas.

Fora de escopo - especificidade tematica. Abordagem direcionada a
aplicabilidade do método e resultados obtidos a partir de avaliagdes de
nanomateriais especificos.
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34.

35

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

2017

2012

2010

2020

2019

2008

2016

2010

2020

2020

ELLIOTT JT, et al.

EPA VC, etal.

ESCH RK, HAN L,
FOARDE KK,
ENSOR DS.

FADEEL B,
ALEXIOU C.

FADEEL B.

FAUNCE TA,
WHITE J,
MATTHAEI KI.

FERRARO D, et al.

FUBINI B,
GHIAZZA M,
FENOGLIO I.
FURXHI I, et al.

FURXHI I, et al.

Toward achieving harmonization in
a nano-cytotoxicity assay
measurement through an
interlaboratory comparison stud
Modeling biological activities of
nanoparticles

Endotoxin contamination of
engineered nanomaterials

Brave new world revisited: Focus on
nanomedicine

Hide and Seek: Nanomaterial
Interactions With the Immune System

Integrated  research into  the
nanoparticle-protein corona: a new
focus for safe, sustainable and
equitable development of
nanomedicines

Overestimation of nanoparticles-
induced DNA damage determined by
the comet assay

Physico-chemical features  of
engineered nanoparticles relevant to
their toxicity

Nanotoxicology data for in silico
tools: a literature review

Practices and Trends of Machine
Learning Application in
Nanotoxicology

ALTEX

Nano Lett

Nanotoxicology

Biochem  Biophys
Res Commun

Front Immunol

Nanomedicine
(Lond)

Nanotoxicology

Nanotoxicology

Nanotoxicology

Nanomaterials
(Basel)

Fora de escopo - especificidade (NP de poliestireno).

Fora de escopo - especificidade. Avaliacdo dos desfechos de captura celular
e inducdo de apoptose a partir de NP de 6xido metalico em vérios tipos
celulares.

Fora de escopo - especificidade. Contaminagdo por endotoxina avaliada em
nanomateriais engeneheirados especificos (a base de carbono) a partir de
protocolo desenhado para suas especificidades, tendo algumas
caracteristicas fisicas sido utilizadas para avaliar eventual correlacéo entre
as referidas propriedades e o grau de adsor¢do de endotoxinas para
compreensdo de fatores potencialmente determinantes a essa contaminacao.
Fora de escopo - especificidade e tematica. Revisdo em Nanomedicina
concernente as publicacbes dos ultimos 5 anos - voltados & aplicacdo em
nanomedicamentos, tratamentos direcionados ao tratamento de cancer, uso
de particulas superparamagnéticas, NP terandsticas.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem direcionada a resposta
imunoldgica deflagrada ou ndo por nanomedicamentos, conforme finalidade
desejada.

Fora de escopo - amplitude e inespecificdade da discussédo relacionada a
proteina corona, construida a partir de observages de comportamento de NP
especificas avaliadas sob condi¢des de mimetizacdo do ambiente biol6gico
in vitro.

Fora de escopo - especificidade. Avaliagdo de genotoxicidade superestimada
pelo ensaio do cometa (modificado - uso de nlcleos isolados ao invés de
células inteiras) a partir de NP de CeOz2, TiO2, SiO: e poliestireno.

Fora de escopo - Discussdo baseada em praticas e construida a partir de
exemplificacdo de NP, nanofibras ou particulas ultrafinas especificas ndo
aplicaveis ao contexto biomédico ou sob contextos de exposi¢do pulmonar.
Fora de escopo - abordagem descritiva de publicacdes relacionadas a
predicdo aplicada a nanotoxicologia. Traz uma visdo geral relacionada a
predicdo aplicada ao campo da nanotoxicologia a partir de ferramentas de
machine learning. Apresentada caracterizago das publicagdes recuperadas
em algumas bases de dados (mapeamento de suas principais caracteristicas
no que tange as NP avaliadas, tipos de sistemas, espécies, linhagens
celulares, algoritmos utilizados).

Fora de escopo - abordagem nédo relacionada a tematica e finalidade do
projeto. Fornece uma revisdo de passos sequenciados para implementagado
do modelo de machine learning.
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44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

2013

2014

2010

2015

2015

2016

2020

2014

2015

2014

GARCIA-
REMESAL M, et al.

GEBEL T, et al.

GERACI CL,
CASTRANOVAYV.

GODWIN H,et al.

GUADAGNINI R, et
al.

GUNSOLUS IL,

HAYNES CL.
HALAPPANAVAR
S, etal.

HAMMAD S,
ABDOU AM,
OMAR MA.

HASTINGS J, et al.

HRISTOZOV DR, et
al.

Using nanoinformatics methods for
automatically identifying relevant
nanotoxicology entities from the
literature

Manufactured nanomaterials:
categorization and approaches to
hazard assessment

Challenges in assessing
nanomaterial toxicology: a personal
perspective

Nanomaterial categorization for
assessing risk potential to facilitate
regulatory decision-making

Toxicity screenings of
nanomaterials: challenges due to
interference with assay processes
and components of classic in vitro
tests
Analytical
Nanotoxicology

Aspects of

Adverse outcome pathways as a tool
for the design of testing strategies to
support the safety assessment of
emerging advanced materials at the
nanoscale

Gebel-criteria for risk assessment in
nanotoxicolog

eNanoMapper: harnessing
ontologies to enable data integration
for nanomaterial risk assessment

A weight of evidence approach for
hazard screening of engineered
nanomaterials

Biomed Res Int

Arch Toxicol

Wiley Interdiscip
Rev Nanomed
Nanobiotechnol
ACS Nano

Nanotoxicology

Anal Chem

Part Fibre Toxicol

EXCLIJ

J Biomed Semantics

Nanotoxicology

Fora de escopo - pesquisa do tipo prova de conceito relacionada ao
desenvolvimento de abordagem de nanoinformatica baseada em técnicas de
reconhecimento de entidade (como NP, rotas de exposicao, efeitos toxicos e
alvos) para extracdo automatica de entidades relacionadas a nanotoxicologia
a partir da literatura.

Fora de escopo - abordagem ampla e pouco aplicavel ao escopo do projeto.
Categorizagdo proposta a partir de caracteristicas pouco aplicaveis ao campo
de estudo (relacionadas a NM de exposic¢ao ocupacional/por inalagao), sendo
portanto pouco Util a avaliacdo de risco necessaria.

Fora de escopo - tematica e especificidade. Aborda aspectos relacionados a
avaliagdo de risco no contexto de exposi¢do pulmonar em ambiente de
trabalho.

Fora de escopo - especificidade e tematica. Versa sobre estratégias para
agrupamento de nanomateriais (arvores de decisao, triagem de alto
rendimento ou conteudo) aplicadas no &mbito ambiental e de exposi¢do
ocupacional, abordadas de modo exemplificativo, a partir de nanotubos de
carbono para predicéo de perigos e riscos no contexto regulatério de tomada
de decisdo baseada em avaliacao de risco.

Fora de escopo - Avaliagdo quanto a interferéncia de um painel de NP
especificas (PLGA-PEO, TiOz, SiO2, FesO4 NPs) a partir de varios ensaios
de citotoxicidade in vitro.

Fora de escopo - abordagem muito especifica para a finalidade e utilizagdo
de métodos analiticos destinados a caracterizacéo de nanomateriais e alguns
desfechos de toxicidade ndo contemplados na ISO 10993-1 - referéncia para
analise de seguranca bioldgica de dispositivos médicos.

Fora de escopo - especificidade. Fornece uma visdo geral sobre a estrutura
de AOP (vias de resultados adversos), com enfoque em AOPs (em
desenvolvimento) relacionados a toxicidade inalatoria induzida por NMs.

Fora de escopo - especificidade tematica. Apresenta Gebel-criteria como
novo conceito de avaliagdo de risco em nanotoxicologia a partir da
classificagdo do nanomaterial em 3 categorias, sendo duas delas relacionadas
a materiais respiraveis (exposicdo por inalagéo).

Fora de escopo - finalidade. Apresentacdo do desenvolvimento e
estruturacdo do eNanoMapper, enquanto ontologia para agregar dados de
seguranca de nanomateriais.

Fora de escopo - Finalidade. Estudo de caso ilustrativo para apresentacéo e
demonstracdo de estrutura desenvolvida para identificagdo de perigos e
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57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

2016

2017
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2013

2013

2018

2015

2015

2010

2016

2013

HU X, LI D, GAOYY,
MU L, ZHOU Q.

HUANG YW,
CAMBRE M, LEE
HJ.

HUBBS AF, et al

HUBBS AF, et al.

HUNT G, et al.

IVASK A, et al.
JAIN K, MEHRA
NK, JAIN NK.

JELIAZKOVA N, et
al.

KARLSSON HL.
KERMANIZADEH

A. etal.

KETTIGER H, et al.

Knowledge gaps between
nanotoxicological research and
nanomaterial safety

The Toxicity of Nanoparticles
Depends on Multiple Molecular and
Physicochemical Mechanisms

Nanotoxicology--a
perspective

pathologist's

Nanotechnology:
pathology

toxicologic

Towards a Consensus View on
Understanding Nanomaterials
Hazards and Managing Exposure:
Knowledge Gaps and
Recommendations

Methodologies and approaches for
the analysis of cell-nanoparticle
interactions

Nanotechnology in Drug Delivery:
Safety and Toxicity Issues

The eNanoMapper database for
nanomaterial safety information

The comet assay in nanotoxicology
research

A Multilaboratory  Toxicological
Assessment of a Panel of 10
Engineered Nanomaterials  to
Human Health--ENPRA Project--
The Highlights, Limitations, and
Current and Future Challenges
Engineered nanomaterial uptake and
tissue distribution: from cell to
organism

Environ Int

Int J Mol Sci

Toxicol Pathol

Toxicol Pathol

Materials (Basel)

Wiley Interdiscip
Rev Nanomed
Nanobiotechnol
Curr Pharm Des

Beilstein J
Nanotechnol

Anal Bioanal Chem
J Toxicol Environ

Health B Crit Rev

Int J Nanomedicine

tomada de deciséo a partir de uma abordagem MCDA quantitativa do tipo
peso de evidéncia.

Fora de escopo - tematica e especificidade. Abordagem mais direcionada
para tematica ambiental, tendo a revisdo de literatura abarcado
nanomateriais especificos,

Fora de escopo - especificidade. Abordagem voltada a avaliagdo de 4
propriedades de nanomateriais oxido metélicos usados em vérias aplicacdes
industriais, constituidos a partir de 7 elementos quimicos (Ti, Cr, Mn, Fe,
Ni, Cu e Zn) - e sua repercussao sobre a citotoxicidade.

Fora de escopo - finalidade. Abordagem voltada a exposicdo dos efeitos
sistémicos relacionados as NP no organismo humano e sua visualizagéo
histopatoldgica. Enfoque a via de exposi¢do por inalagdo, exposicao
ocupacional + alcance e efeitos sobre os sistemas cardiovascular e nervoso.
Fora de escopo - finalidade. Aborda de modo amplo e compreensivo a
distribuicdo e transporte de NP pelo corpo, pelas diferentes vias de
exposicdo, assim como seu alcance a diferentes as vias intracelulares.

Fora de escopo - finalidade e especificidade. Fornece uma visdo geral de
aspectos relacionados a nanosseguranga, a partir da percepcéo de experts
envolvidos no projeto NanolmpactNet, com maior enfoque ao ambiente de
producdo, exposic¢do ocupacional, exposic¢do via produtos de consumo.

Fora de escopo - tematica e especificidade. Revisdo voltada métodos
analiticos com potencial de analisar e quantificar interacbes célula-NP,
principalmente relacionadas a NP de base metélica.

Fora de escopo - temética abrangente sobre o potencial e perigos
relacionados a nanotecnologia. Enfoque a sua aplicacdo biomédica,
especialmente na &rea de nanomedicamentos (sistemas de entrega).

Fora de escopo - finalidade. Abordagem voltada a funcionalidade da base de
dados eNanoMapper exposta por meio da aplicacdo de API (interface de
programacdo aplicada) e seu uso na visualizacdo e modelagem.

Fora de escopo - especificidade. Revisdo de estudos relacionados ao uso do
teste do cometa na pesquisa nanotoxicoldgica com enfoque em NP de base
metalica e carbono.

Fora de escopo. Traz os principais achados do projeto ENPRA, voltado ao
desenvolvimento de estrutura de avaliagdo de risco quantitativa de 10 NMs
no cenario ocupacional.

Fora de escopo - especificidade e tematica. Abordagem relacionada aos
mecanismos de captura celular de NM.
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2012

KIM KT,
TANGUAY RL.

KIPEN HM,
LASKIN DL

KRUG HF, et al.

KRUG HF.

LAUXP, et al.

LUJAN H, SAYES

CM.

LYNCH I,
FEITSHANS IL,
KENDALL M.

M KELTY C.

MAHMOUDI M, et
al.

MAIORANO G, et al.

MALSCH I, et al.

MARCHAN R.

Integrating zebrafish toxicology and

nanoscience for safer product
development

Smaller is not always better:
nanotechnology yields

nanotoxicology

The DaNa(2.0) Knowledge Base
Nanomaterials-An Important
Measure Accompanying
Nanomaterials Development
Nanosafety research--are we on the
right track?

Biokinetics of Nanomaterials: the
Role of Biopersistence
Cytotoxicological pathways induced
after nanoparticle exposure: studies
of oxidative stress at the 'nano-bio’
interface

'‘Bio-nano interactions: new tools,
insights and impacts': summary of
the Royal Society discussion meeting
Beyond Implications and
Applications: the Story of 'Safety by
Design'

Cell "vision": complementary factor
of protein corona in nanotoxicology

Effects of cell culture media on the
dynamic formation of protein-
nanoparticle complexes and
influence on the cellular response
Embedding Ethical Impact
Assessment in Nanosafety Decision
Support

A special issue on nanotoxicology

Green Chem

Am J Physiol Lung
Cell Mol Physiol

Nanomaterials
(Basel)

Angew Chem Int Ed
Eng

Nanolmpact

Toxicol Res (Camb)

Philos Trans R Soc
Lond B Biol Sci

Nanoethics

Nanoscale

ACS Nano

Small

EXCLIJ

Fora de escopo - especificidade/tematica. Abordagem direcionada a
integracao de zebrafish na avaliagcdo nanotoxicoldgica

Fora de escopo - especificidade. Abordagem voltada a toxicidade pulmonar
provocada por nanotubos de carbono de parede Unica.

Fora de escopo - artigo destinado a revisdo das atividades do projeto DaNa2,
enquanto colecdo de informacGes relacionadas a aspectos de seguranca,
aplicagdo e propriedades de nanomateriais.

Fora de escopo - enfoque as exposi¢des pulmonar, gastrintestinal e dérmica
e, apresentacdo comparativa de estudos por inalagdo e instilacdo quanto a
sua significancia na avaliacdo de exposi¢do pulmonar.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem sobre biocinética e
biopersisténcia pulmonar de NM (exposicao ocupacional).

Fora de escopo - especificidade e tematica. Enfoque na abordagem das vias
de sinalizacdo de citotoxicidade, a partir de perturbacfes proteicas e génicas
e 0 consequente desenvolvimento de vias de resultados adversos especificos.

Fora de escopo - discussdo ampla e difusa sobre o encontro da Royal Society.

Fora de escopo - discusséo genérica relacionada ao conceito de seguranca e
safety by design no contexto da nanotecnologia, com enfoque na toxicidade
de buckyballs, particulas ultrafinas, fulereno, carbono.

Fora de escopo - especificidade. Artigo dedicado a avaliar os efeitos
citotoxicos de diferentes concentragdes de SPIONS em varias linhagens
celulares de diferentes origens para evidenciar as diferentes "visOes
celulares" manifestas a exposicdo desse NM.

Fora de escopo - especificidade. Aborda a formagdo da proteina corona em
NP de ouro recobertas em dois meios de cultura diferentes.

Fora de escopo - temética. Versa sobre pré-norma para o desenvolvimento
de parte de um modulo de sistema de suporte a decisao para apoiar o trabalho
de um novo Conselho de Governanga de Risco para NM - por meio do
esforco conjunto dos projetos Gov4nano, NANORIGO e RISKGONE
H2020.

Fora de escopo, lista alguns artigos relacionados ao campo de
nanotoxicologia e sua aplicacdo a NM especificos.
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MARCHESE
ROBINSON RL, et
al.

MARQUIS BJ,
LOVE SA, BRAUN
KL, HAYNES CL.

MATYSIAK M, et al.

MAURER-JONES
MA, HAYNES CL.

MAYNARD AD,
WARHEIT DB,
PHILBERT MA.
MAYNARD RL.

MIRSHAFIEE V, et
al.

MISSAQUI WN,
ARNOLD RD,
CUMMINGS BS.
MOAYYEDI S,
MASHINCHIAN O,
DINARVAND R.
MOGHIMI SM,
HUNTER AC.
MOGHIMI SM,
SIMBERG D,
ANCHORDOQUY
TJ.

MOGHIMI SM, ET
AL.

MULHOPT S, et al.

An ISA-TAB-Nano based data
collection framework to support

data-driven modelling of
nanotoxicology
Analytical methods to  assess

nanoparticle toxicity
Proteomic approach to nanotoxicity

Toward correlation in in vivo and in
vitro nanotoxicology studies

The new toxicology of sophisticated

materials:  nanotoxicology and
beyond

Nano-technology and nano-
toxicology

Facilitating Translational

Nanomedicine via Predictive Safety
Assessment

Toxicological status of
nanoparticles: What we know and
what we don't know

Osmolarity: A hidden factor in
Nanotoxicology

Complement monitoring of
nanomedicines and implants

Tuning the Engines of Nanomedicine

The Interplay Between Blood
Proteins, Complement, and
Macrophages on  Nanomedicine
Performance and Responses
Characterization of Nanoparticle
Batch-To-Batch Variability

Beilstein J
Nanotechnol

Analyst

J Proteomics

J Law Med Ethics

Toxicol Sci

Emerg Health

Threats J
Mol Ther

Chem Biol Interact
Daru
Adv Drug

Deliv Rev

Mol Ther

J Pharmacol Exp
Ther

Nanomaterials
(Basel)

Fora de escopo - tematica. Artigo dedicado a apresentacéo dos recursos de
suporte a criacdo da base de dados ISA-TAB-Nano como ferramenta de
suporte a analise e modelagem de dados nanotoxicoldgicos.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem direcionada aos métodos
analiticos empregados na avaliacdo de propriedades fisico-quimicas e de
toxicidade de NM.

Fora de escopo - finalidade. Revisdo de literatura relacionada a estudos
protedmicos envolvendo NM - com enfoque em NP especificas.

Fora de escopo - abordagem genérica, baseada em comparacdes restritas a
andlise de algumas NP, a partir de metodologias aleatétias e de resultados
por vezes conflitantes, com baixa contribuicdo ao escopo do trabalho.

Fora de escopo - abordagem reflexiva e bastante ampla sobre nanomateriais
e nanotoxiclogia - contetido pouco aplicavel a finalidade do trabalho.

Fora de escopo - especificidade. versa sobre a toxicidade relacionada a
exposicdo a NP liberadas como aerossois ambientais.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem voltada a aplicagdes biomédica
de algumas NP inorganicas (Si-NPs, (Au-NPs) e Ag-NPs), SPIONs e QDs)
- com enfoque superficial e pouco agregador sobre a avaliagdo de seguranca
preditiva.

Fora de escopo - abordagem geral voltada a aplicagdo da nanotecnologia a
medicamentos (em termos de finalidade: terapéutica, diagnéstico e imagem;
tipos e nanomateriais, vias de exposicao).

Fora de escopo - tematica. Apresenta estimativa tedrica para demonstrar a
auséncia de efeito significativo na osmolaridade do plasma causado por
nanocarreadores no plasma.

Fora de escopo - complemento de outra publicacdo. Abordagem limitada e
genérica relacionada a materiais avangados e nanomateriais funcionais,
biomateriais e sua interagdo com o sistema complemento.

Fora de escopo - especificidade. Editorial voltado a nanomedicamentos e sua
aplicacdo na pesquisa anticancer.

Fora de escopo - especificidade e tematica. Abordagem voltada a engenharia
de nanomedicamentos sob a perspectiva da ativacdo do sistema
complemento mediada por nanoparticulas administradas na corrente
sanguinea.

Fora de escopo - especificidade. Aborda voltada a caracterizacdo de lotes de
NP especificas (SiO2, TiO2, CeO2 e ZnO) obtidos a partir de alguns
processos de sintese - conforme parametros propostos por guia OCDE para
avaliacdo a variabilidade entre lotes de um NM.
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MURNOZ B.

NATH ROY D,
GOSWAMI R, PAL
A.

NELISSEN I, et al.

NOGUEIRA DR, et
al.

NORPPA H, et al.

NUNEZ-ANITA RE,
et al.

NYLAND JF,
SILBERGELD EK.

OBERDORSTER G,
OBERDORSTER E,
OBERDORSTER J.

OBERDORSTER G.

OBERDORSTER G.

OKSEL C, etal.

PAL AK, et al.

PAL AK, et al.

Perspectives and approaches in
nanotoxicology research
Nanomaterial and toxicity: what can
proteomics tell us about the
nanotoxicology?

Improving Quality in Nanoparticle-
Induced Cytotoxicity Testing by a
Tiered Inter-Laboratory Comparison
Study

Mechanisms Underlying Cytotoxicity
Induced by Engineered
Nanomaterials: A Review of In Vitro
Studies

Nano-specific genotoxic effects

Toxicology of antimicrobial
nanoparticles for prosthetic devices

A nanobiological
nanotoxicology

approach to

Nanotoxicology: an  emerging
discipline evolving from studies of
ultrafine particles

Safety assessment for
nanotechnology and nanomedicine:
concepts of nanotoxicology
Nanotoxicology: in vitro-in vivo
dosimetry

Accurate and interpretable nanoSAR
models from genetic programming-
based decision tree construction
approaches

Implications of in vitro dosimetry on
toxicological ranking of low aspect
ratio engineered nanomaterials

Linking Exposures of Particles
Released From  Nano-Enabled

Toxicol Mech

Methods
Xenobiotica

Nanomaterials
(Basel)

Nanomaterials
(Basel

J Biomed
Nanotechnol

Int J Nanomedicine

Hum Exp Toxicol

Environ Health
Perspect

J Intern Med
Environ Health
Perspect

Nanotoxicology

Nanotoxicology

Toxicol Sci

Fora de escopo - abordagem sob nanotoxicologia a luz de NP de prata, CNT.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem baseada na revisao de estudos
in vitro e in vivo realizados com CNT, NP silicone, prata, diéxido de titanio,
oxido de zinco, ouro, oxido de ferro, oxido de cobre para compreensdo da
resposta celular sob a perspectiva protedmica.

Fora de escopo - especificidade. Aborda a comparabilidade interlaboratorios
para avaliagdo de citotoxicidade por meio do ensaio MTT de 2 NP bem
caracterizadas (PS-COOH e PS-NH2).

Fora de escopo - especificidade e tematica. Abordagem direcionada aos
mecanismos de citotoxicidade relacionados a ENM e testes relacionados.

Fora de escopo - inespecificidade informacional (variabilidade entre os
achados genotdxicos gerados por métodos in vitro e a incerta correlagdo com
processo de carcinogenicidade).

Fora de escopo - abordagem direcionada a aplicagdo de NP com
propriedades antimicrobianas a proteses dentarias (dentaduras) - produto nao
enquadrado como dispositivo médico.

Fora de escopo - abordagem voltada a insuficiéncia dos métodos disponiveis
para avaliagdo toxicologica e de risco de ENM, e a proposta de adocéo da
abordagem bioldgica de sistemas - direcionamento pouco aplicavel ao
escopo do trabalho.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem voltada a NP aerotransportadas
- com enfoque ocupacional (exposicao por inalacdo) e ambiental.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem direcionada & exposicéo por
inalacdo.

Fora de escopo - abordagem voltada a exposi¢do inalatéria em contexto
ocupacional.

Fora de escopo - versa sobre algoritmo promissor de programagdo genética
baseado em arvore de deciséo na identificacéo de relagdes entre descritores
moleculares e efeitos biolégicos de ENM a partir de estudos de casos.

Fora de escopo - especificidade e tematica. Versa sobre metodologia de
dosimetria in vitro para ENMs a base de carbono e ligas metalicas usando
plataforma de dispersdo-dosimetria padronizada para demonstracdo de sua
generalizagdo para ENM de baixa taxa de aspecto.

Fora de escopo - especificidade e tematica. Versa sobre o desenvolvimento
e validacdo de metodologia integrada padronizada para avaliacdo
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PAPADIAMANTIS
AG, etal.

PARK MV, et al.

PELAZ B,

POURGASHTASBI
G.

POURMAND A,
ABDOLLAHI M.
PUMERA M.

PUZYN T, etal.

QIUTA, CLEMENT
PL,HAYNESCL.

RASMUSSEN K, et
al.

RASMUSSEN K, et
al.

Products to  Toxicology: An
Integrated Methodology for Particle
Sampling, Extraction, Dispersion,
and Dosing

Metadata Stewardship in Nanosafety
Research: Community-Driven
Organisation of Metadata Schemas
to Support FAIR Nanoscience Data
Development of a systematic method
to assess similarity  between
nanomaterials for human hazard
evaluation purposes - lessons learnt
Interfacing engineered nanoparticles
with biological systems: anticipating
adverse nano-bio interactions
Nanotoxicology and challenges of
translation

Current opinion on nanotoxicology
Nanotoxicology: the  molecular
science point of view

Perspectives from the NanoSafety
Modelling Cluster on the validation
criteria for (Q)SAR models used in
nanotechnology

Linking nanomaterial properties to
biological outcomes: analytical
chemistry challenges in
nanotoxicology for the next decade
Review of achievements of the OECD
Working Party on Manufactured
Nanomaterials' Testing and
Assessment  Programme.  From
exploratory testing to test guidelines
Developing OECD test guidelines for
regulatory testing of nanomaterials
to ensure mutual acceptance of test
data

Nanomaterials
(Basel)

Nanotoxicology

Small

Nanomedicine
(Lond)

Daru

Chem Asian J

Food Chem Toxicol

Chem Commun
(Camb)

Regul Toxicol
Pharmacol

Regul Toxicol
Pharmacol

toxicoldgica de material particulado durante o ciclo de vida de produtos de
base nanotecnoldgica - em cenéario de exposi¢do ocupacional (particulas
liberadas de impressoras a laser) e ambiental (pela incineracdo ou
termodecomposi¢do de nanocomposito de CNT embebido em poliuretano.
Fora de escopo - finalidade. VVersa sobre préaticas de gerenciamento de bons
dados e diretrizes e boas préaticas para organizacéo na transferéncia de dados
(metadados).

Fora de escopo - proposi¢do de metodologia pragmatica para quantificar
similiaridade entre material estudado e material relevante - desenvolvida
para implementacéo da ferramenta GUIDEnano. Metodologia néo validada
para que possa ser considerada para fins regulatérios.

Fora de escopo - especificidade. Aborda aspectos relacionados a
nanobiointerface sob a 6tica e NP inorganicas.

Fora de escopo - teméatica. Abordagem pouco relacionada ao objeto de
interesse da dissertacdo, por seu enfoque nos desafios a translagéo e por
conseguinte, conversdo dos achados obtidos na fase pré-clinica para a
clinica.

Fora de escopo - abordagem dispersa e reflexiva sobre o tema, pouco
aplicavel ao propdsito da dissertacdo.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem baseada em exemplificacéo de
mecanismos toxicoldgicos deflagrados por NP metélicas e CNT, bem como
na avaliacdo de nanotoxicidade desses NM, além de fulerenos e grafeno.
Fora de escopo - tematica. Abordagem minuciosa sobre modelo QSAR e sua
aplicabilidade a predicéo de perigos/respostas bioldgicas relacionados a NM
a partir dos principios para validagdo estabelecidos pela OCDE - n&o sendo,
portanto, aplicavel ao escopo do trabalho.

Fora de escopo - temaética/especificidade. Abordagem voltada as
perspectivas elaboradas por quimicos, sobre os desafios analiticos
relacionados a nanotoxicologia, esperados para a préxima década.

Fora de escopo - versa sobre o progresso do Grupo de trabalho WPMN no
programa de Avaliacdo e Teste de ENMs a partir das diretrizes OCDE e
analise de sua aplicabilidade ao cenario de NMs.

Fora de escopo - versa sobre o papel do Grupo de trabalho WPMN no
processo de adequacéo de diretrizes OCDE a nanomateriais, e proposicéo de
novos métodos direcionados a NM.
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REIMHULT E.

REZAEIR, et al.

ROMEO D, et al.

SANTAMARIA A.

SCHNACKENBERG
LK, SUN J, BEGER
RD.

SEATON A,
DONALDSON K.

SEATON A, TRAN
L, AITKEN R,

DONALDSON K.
SELVARAJC, etal.

SERVICE RF.

SHATKIN JA, et al.

SHIN SW, SONG IH,
UM SH.
SHINDE RB, et al.

SILBERGELD EK,

Nanoparticle Risks and
Identification in a World Where
Small Things Do Not Survive
The Role of Nanomaterials in the
Treatment of Diseases and Their
Effects on the Immune System
An integrated pathway based on in
vitro data for the human hazard
assessment of nanomaterials

Historical overview of
nanotechnology and nanotoxicology
Metabolomics techniques in

nanotoxicology studies

Nanoscience, nanotoxicology, and
the need to think small

Nanoparticles, human health hazard
and regulation

Molecular dynamics simulations and
applications in  computational
toxicology and nanotoxicology

Nanotoxicology.
grows up

Nanotechnology

Advancing Risk  Analysis  for
Nanoscale Materials: Report from an
International Workshop on the Role
of Alternative Testing Strategies for
Advancement

Role of Physicochemical Properties
in Nanoparticle Toxicity

State-of-Art Bio-Assay Systems and
Electrochemical Approaches for
Nanotoxicity Assessment

t* workshop report. Nanotoxicology:
"the end of the beginning" - signs on

Nanoethics

Open Access Maced
J Med Sci

Environ Int

Methods Mol Biol

Methods Mol Biol
Lancet
J R Soc

Interface

Food Chem Toxicol

Science

Risk Anal

Nanomaterials
(Basel
Front
Biotechnol

Bioeng

ALTEX

Fora de escopo - nota de discusséao de cunho reflexivo relacionado a diversos
topicos.

Fora de escopo — tematica. Abordagem terapéutica voltada ao uso de NM no
tratamento de doencas autoimunes, vacinas, quimioterapias, terapias
antitumorais.

Fora de escopo - temética. Apresenta uma proposta de estimativa de
NOAEL, LOAEL, EC50 ou ED50 a partir dos dados in vitro e in silico
disponiveis para uso na avaliacéo de risco e avaliacdo de ciclo de vida.
Fora de escopo — tematica. Abordagem predominantemente histdrica, pouco
relacionada ao escopo do trabalho.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem voltada a dois mmétodos
analiticos aplicados a analise metabolémica: NMR e LC/ MS para estudo do
potencial toxicologico de NP.

Fora de escopo - tematica e especificidade. Abordagem voltada a perigos de
exposicdo a alguns NM por inalagdo (CNT), incluindo-se a exposicao
ambiental (polui¢do ambiental).

Fora de escopo - tematica. Abordagem voltada predominantemente a
exposicdo ambiental e ocupacional de NM.

Fora de escopo - tematica e finalidade. Apresentacdo de protocolo para
corrida de simulagbes de dinamica molecular, ferramentas populares e
aplicagBes dessas simulagBes em toxicologia computacional e
nanotoxicologia.

Fora de escopo - tematica. Abordagem sobre os aspectos sociais e interesses
econdmicos relacionados a nanotecnologia nos ambitos académico e
comercial, bem como sobre preocupacdes de ordem sanitaria (NM baseados
em carbono) e ambiental em torno dessa nova tecnologia, o que inspira
cautela quanto a sua utilizacéo.

Fora de escopo - finalidade. Reporte das discussdes realizadas por experts
no ambito do workshop SRA Nano Risk Il sobre o desenvolvimento e
implementagdo de estratégias de teste alternativas para categorizacdo de
riscos de NM. Abordagem ampla e de aplicabilidade limitada ao escopo do
trabalho.

Fora de escopo — abordagem baseada em manifestagdes/comportamentos de
NM especificos, restringindo-se a concepgdes gerais.

Fora de escopo — tematica. Abordagem voltada a métodos analiticos
eletroquimicos e seu potencial para aplicagdo em estudos de
nanotoxicoldgicos ou como ferramentas analiticas alternativas a métodos
tradicionais.

Fora de escopo - abordagem direcionada a possibilidade de uso de modelos
alternativos completos para triagem de NM - como zebrafish e C.elegans,
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SINGH AV, et al.

SINGH N.

SOLOVIEV M.

STONE V, et al.

TANGUAY RL.

TANTRAR, et al.

TRALAU T, et al.

UTEMBE W.

VALSAMI-JONES
E, LYNCH I.
VISWANATH B,
KIM S.

WANG L, CHEN C.

the roadmap to a strategy for
assuring the safe application and use
of nanomaterials

Artificial Intelligence and Machine
Learning in Computational
Nanotoxicology:  Unlocking and
Empowering Nanomedicine
Conference scene - nanotoxicology:
health and environmental impacts
Nanobiotechnology today: focus on
nanoparticles

ITS-NANO--prioritising nanosafety
research to develop a stakeholder
driven intelligent testing strategy
Challenges and Advances in
Nanotoxicology

Suitability of analytical methods to
measure solubility for the purpose of
nanoregulation

Regulatory toxicology in the twenty-
first century: challenges,
perspectives and possible solutions

Chirality, a neglected physico-
chemical property of nanomaterials?
A mini-review on the occurrence and
importance of chirality on their
toxicity
NANOSAFETY.
nanomaterials?
Influence of Nanotoxicity on Human
Health and Environment: The
Alternative Strategies

How safe are

Pathophysiologic mechanisms  of
biomedical nanomaterials

Adv Healthc Mater

Nanomedicine
(Lond)

J
Nanobiotechnology
Part Fibre Toxicol
Nanomaterials

(Basel)

Nanotoxicology

Arch Toxicol

Toxicol Lett

Science
Rev Environ

Contam Toxicol

Toxicol
Pharmacol

Appl

sendo apresentado duas abordagens experimentais vislumbradas para
testagem num cendrio de analise de nanomedicamento.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem baseada na analise de NP
especificas, apresentagdo de modelos de citotoxicidade baseados em Nano-
QSAR e modelo dosimétrico para nanotoxicologia inalatéria - a partir de
descritores quimicos/moleculares especificos

Fora de escopo - abordagem direcionada a tematicas diversas, muitas das
quais baseadas em dados provenientes de NP especificas.

Fora de escopo - tematica. Abordagem geral acerca da nanobiotecnologia a
partir da exemplificagdo de nanoparticulas feitas de biopolimeros e de
algumas aplicacoes.

Fora de escopo - tematica. Aborda programa de priorizacéo de pesquisa em
curto, médio e longo prazo no ambito do ITS-NANO (estratégia de teste
inteligente).

Fora de escopo - abordagem sobre o impacto negativo de ENM aos sistemas
bioldgicos a nivel humano e ambiental a partir de exemplos especificos em
termos de NP, sistemas e desfechos.

Fora de escopo - especificidade/tematica. Abordagem direcionada a analise
de solubilidade - considerando requisitos analiticos, bem como técnicas e
métodos analiticos empregados, e tomando como base a regulacdo de
cosméticos.

Fora de escopo - temética. Abordagem inespecifica, ndo voltada a regulacéo,
além de direcionada a produtos diversos néo relacionados a tematica objeto
de interesse (biocidas, metabolitos e residuos em alimentos e racdes, lengois
subterrdneos, seguranca dos alimentos, contaminantes, produtos para
consumo, cosméticos e brinquedos).

Fora de escopo- especificidade. Abordagem direcionada a anélise da
quiralidade como propriedade fisico-quimica negligenciada, presente
também em NM, com base em informacdes relacionadas a NP especificas.

Fora de escopo - abordagem diversa sobre nanosseguranga,com destaque a
achados ambientais.

Fora de escopo - abordagem geral e dispersa, voltada aos efeitos e toxicidade
de algumas categorias de nanoparticulas no contexto da salde humana;
consideragdes relacionadas a ecotoxicidade no ar, agua e solo; bem como a
nanociéncia verde, e desafios da nanotecnologia verde.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem pormenorizada de mecanismos
fisioldgicos/de sinalizagéo envolvidos na interacdo nanobioldgica de NM
inorganicos.
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2021

WANG X, CUI X,
ZHAO 'Y, CHEN C.

WANG Y, et al.

WARHEIT DB.

WARHEIT DB.
WEISS C, DIABATE
S.

WINKLER DA.

WU YH,

XIA T, LI N, NEL
AE.

ZANGANEH S,
ZHANG M,

ZHU M, et al.

ZHU S, et al.

AHMAD F.,
ABUBSHAIT S.A,
ABUBSHAIT H.A.

Nano-bio interactions: the
implication ~ of  size-dependent
biological effects of nanomaterials

Techniques for Investigating
Molecular Toxicology of
Nanomaterials

Hazard and risk  assessment
strategies for nanoparticle
exposures: how far have we come in
the past 10 years?

Debunking some
about nanotoxicology
A special issue on nanotoxicology

misconceptions

Role of Artificial Intelligence and
Machine Learning in Nanosafety
The Recent Progress in
Nanotoxicology and Nanosafety from
the Point of View of Both Toxicology
and Ecotoxicology
Potential  health
nanoparticles

impact  of

Protein corona: Opportunities and
challenges

Toxicological properties of
nanomaterials
Physicochemical properties

determine nanomaterial cellular
uptake, transport, and fate
15 Years of Small: Research Trends

in Nanosafety

Untargeted  metabolomics  for
Achilles  heel of engineered
nanomaterials’ risk assessment

Sci China Life Sci

J Biomed
Nanotechnol

F1000Res

Nano Lett
Arch Toxicol
Small

Int J Mol Sci

Annu Rev Public
Health

Int J Biochem Cell
Biol

J Nanosci
Nanotechnol
Acc Chem Res

Small

Chemosphere

Fora de escopo- especificidade. Aborda as nanobiointeragdes sob o viés de
tamanho, a partir de achados relacionados a NP especificas, destacando os
principais 6rgdos afetados, além de também realizar consideracdes sobre a
permeabilidade e retencdo facilitadas pelo tamanho do NM e sua aplicacdo
no tratamento de tumores-alvo.

Fora de escopo - tematica. Abordagem relacionada a técnicas de toxicologia
molecular aplicaveis a nanotecnologia (agrupadas em 6 categorias - a partir
de dados relacionados & avaliagbes de NP especificas, sob uma perspectiva
descritiva, pouco aplicavel ao escopo do trabalho.

Fora de escopo — tematica. Abordagem voltada aos principais projetos
europeus no campo de avaliacdo de risco e consideracOes relacionadas a
riscos advindos da exposi¢do ocupacional a NM, & avaliagéo do potencial
fibrogénico pulmonar de NM aerolizados e outras abordagens in vitro
relacionadas a exposi¢do pulmonar.

Fora de escopo — especificidade. Abordagem a partir da analise de NP de
TiO2, voltada a toxicidade pulmonar.

Fora de escopo - abordagem dispersa sobre nanotoxicologia, de pouca
utilidade ao escopo do trabalho.

Fora de escopo — tematica. Abordagem generalista sobre machine learning
e sua aplicabilidade ao desenvolvimento de NM mais seguros.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem baseada em achados
relacionados aos efeitos/impactos das NP metalicas e 6xido-metélicas no
corpo e meio ambiente.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem direcionada a avaliagdo
comparativa entre os efeitos adversos causados por NP e fibras, e aqueles
provocados por particulas ultrafinas, com enfoque a toxicidade pulmonar.
Fora de escopo - especificidade. Abordagem direcionada a aplicacdes
relacionadas a proteina corona no ambito da nanomedicina, especialmente,
no &mbito de nanomedicamentos.

Fora de escopo - abordagem relacionada ao avango dos estudos
nanotoxicoldgicos, com enfoque na experiéncia do laboratério dos autores,
voltado a avaliagdo de exposicao pulmonar.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem baseada em achados
relacionados a algumas propriedades fisico-quimicas de NM especificos.

Fora de escopo - andlise bibliométrica das publicacbes relacionadas a
nanosseguranca na revista Small desde 2005, e suas tendéncias em termos
de paises, instituicbes mais relevantes e produtivas nesse campo.

Fora de escopo - temética. Proposi¢do de metodologia omics (untargeted
metabolomics) como procedimento de rotina para avaliagdo de risco/perigo
para produtos nanotecnolégicos futuros.
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151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

2017

2013

2012

2012

2018

2017

2018

2008

2020

2018

2007

2011

COLLINS AR, etal.
DONALDSON K,
POLAND C.A.

ELSAESSER A,

HOWARD C.V.
GAJEWICZ A, et al.

GEHR P.
GERLOFF K., et al.

GKIKAD.A,, etal.

GONZALEZ L.,
LISON D., KIRSCH-
VOLDERS M.

HALAPPANAVAR

S, etal.

HALAPPANAVAR

S, etal.

HANSEN S.F., etal.

HARTUNG T,
SABBIONI E.

High throughput toxicity screening
and intracellular detection of
nanomaterials

Nanotoxicity: Challenging the myth
of nano-specific toxicity

Toxicology of nanoparticles

Advancing risk assessment of

engineered nanomaterials:
Application ~ of  computational
approaches

Interaction of nanoparticles with
biological systems

The Adverse Outcome Pathway
approach in nanotoxicology
Balancing nanotoxicity and returns
in  health  applications:  The
Prisoner's Dilemma

Genotoxicity of engineered
nanomaterials: A critical review

A methodology for developing key
events to advance nanomaterial-
relevant adverse outcome pathways
to inform risk assessment

Promise and peril in nanomedicine:
the challenges and needs for
integrated systems biology
approaches to define health risk

Categorization framework to aid

hazard identification of
nanomaterials
Alternative in vitro assays in

nanomaterial toxicology

Wiley  Interdiscip
Ver Nanomed
Nanobiotechnol.
Curr Opin
Biotechnol.

Adv Drug Deliv Rev

Adv Drug Deliv Rev

Colloids Surf. B
Comput. Toxicol

Toxicology

Nanotoxicology

Nanotoxicology

Wiley Interdiscip
Ver Nanomed
Nanobiotechnol

Nanotoxicology
Wiley Interdiscip

Ver Nanomed
Nanobiotechnol

Fora de escopo - tematica. Apresentacdo e discussdo de metodologias
diversas aplicadas a avaliagdo de toxicidade de NM a partir de diferentes
principios - com énfase nas adaptagGes de alto rendimento.

Fora de escopo - abordagem baseada em informagGes relacionadas a
categorias de NM especificos, de aplicabilidade limitada ao escopo
generalista da dissertacéo.

Fora de escopo - abordagem voltada a diferentes mecanismos de toxicidade
a nivel celular, vias de exposicao,

Fora de escopo - Abordagem voltada a NM especificos - a base de carbono
e metal/éxidos metalicos, com predominio do primeiro em relagdo ao
disposto sobre o uso de modelos computacionais na avaliagdo de risco.

Fora de escopo - abordagem genérica sobre alguns mecanismos de interagéo
celular e vias de exposicao.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem AOP baseada em caso de
hepatotoxicidade induzida por oxido metalico.

Fora de escopo - tematica. Abordagem voltada a alguns materiais estudados
quanto a sua atividade anticancer e mecanismos relacionados.

Fora de escopo - especificidade/tematica. Abordagem baseada em efeitos
genotoxicos deflagrados por uma série de NM, tendo a avaliacéo relacionada
aos tipos de estudo sido construida a partir de busca a literatura -
invariavelmente relacionada a avaliagdo de NM especificos, expostos a
diferentes vias e tipos celulares/espécies - o que inviabiliza generalizacoes.

Fora de escopo - tematica/especificidade. Abordagem relacionada a
aplicagdo de AOP na avaliacdo de risco a salde ambiental e ocupacional, a
partir de dados obtidos em busca a literatura de um conjunto de 7 NM (silver,
Cerium Oxide, Copper Oxide, Multi-walled Carbon Nanotubes, Single-
walled Carbon Nanotubes, Titanium Dioxide, Zinc Oxide) - a partir dos quais
2 estudos de caso foram propostos.

Fora de escopo - tematica. Abordagem voltada a nanomedicamentos.

Fora de escopo — tematico. Avaliagdo da funcionalidade de modelo de
estrutura de categorizacdo a partir de NP ilustrativas para identificacéo de
perigos relacionados a determinadas caracteristicas.

Fora de escopo — tematica. Abordagem voltada a métodos alternativos
aplicaveis a substancias quimicas, sendo parte deles passiveis de aplicacdo a
NM enquanto matérias-primas, mas ndo enquanto parte de produto acabado,
como é o enfoque da dissertagdo
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164.
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166.

167.

168

169.

2019

2017

2014
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2011

2007
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2016

LAMON L.,

LANDSIEDEL R,

LOPEZ-ALONSO
C., GARCIA-
CAMBERO J.P.

MADL AK., etal.

MARQUIS B.J., etal.

OBERDORSTER G.,

STONE V.,
DONALDSON
OESCH F.,
Landsiedel R.

PARK H.-G., Yeo
M.-K.

Physiologically based mathematical
models of nanomaterials  for
regulatory toxicology: A review

Safety assessment of nanomaterials
using an advanced decision-making
framework, the DF4nanoGrouping

Informatic resources useful for the
development of biomedical
applications of nanomaterials and
their toxicological evaluation.
Toxicology of wear particles of
cobalt-chromium alloy metal-on-
metal hip implants Part Il:
Importance  of  physicochemical
properties and dose in animal and in
vitro studies as a basis for risk
assessment

The bench scientist's perspective on
the unique considerations in
nanoparticle regulation

Toxicology of nanoparticles: A
historical perspective

Genotoxicity
nanomaterials

investigations  on

Nanomaterial regulatory policy for
human health and environment

Comput. Toxicol.

J Nanopart Res.

Rev. Toxicol.

Nanomedicine

J. Nanoparticle Res.

Nanotoxicology

Arch Toxicol.

Mol. Cell. Toxicol.

Fora de escopo — especificidade. Modelos de dosimetria aplicaveis ao trato
respiratério, tendo a andlise sobre os modelos toxicocinético e
toxicodindmico fisicologicamente baseados sido realizada a partir de
literatura diversa (baseada em diferentes modelos), que pouco contribuiu
para uma visao geral sobre esse tipo de estratégia alternativa.

Fora de escopo - especificidade. Aborda a avaliagéo de risco relacionada a
exposicdo por inalacdo a partir de estudos de caso realizados com NM
carbonaceos, metais 6xidos, sulfato metalicos, de silica amorfa, pigmentos
organicos, poeira de quartzo — sob a perspectiva da estrutura de tomada de
decisdo DF4nanoGrouping.

Fora de escopo — temaética. Abordagem voltada a apresentacdo de
plataformas, bases de dados e recursos disponiveis na web para
familiarizacéo, estudo e pesquisa na area de nanotecnologia.

Fora de escopo - haja vista as deficiéncias apontadas nos estudos até entdo
conduzidos, quanto as variagdes observadas nas NP utilizadas em estudos in
vitro ou produzidas por estudos em simulador, e suas diferencas em relacéo
as NP geradas em pacientes implantados com préteses de quadril metal-
metal - o que associado a limitada caracterizagdo fisico-quimica (por vezes
centrada apenas na composi¢do), condi¢Bes de exposicdo e dose
administradas (nem sempre realistas) - inviabilizam o entendimento das
interacGes biologicas e suas repercussdes adversa observadas, bem como sua
extrapolagdo ao cenario fisiolégico real — pouco contribuindo para o
proposito da dissertacdo em tela.

Fora de escopo - especificidade. Abordagem voltada ao exercicio de se
pensar os possiveis requisitos regulatérios aplicaveis a analise pré-clinica de
uma NP de silica mesoporosa multifuncional (carregada com
Doxorrubicina) sob a perspectiva regulatoria de um produto combinado
passivel de regularizacdo pela FDA.

Fora de escopo — tematica. Abordagem histérica da nanotoxicologia, em
paralelo com as particulas ultrafinas, com enfoque em exposicdo
inalatoria/ocupacional de NP especificas, como aquelas baseadas em
carbono. Além de abordar aspectos relacionados a ecotoxicologia.

Fora de escopo — abordagem baseada na apresentagao de resultados positivos
e negativos de testes de genotoxicidade identificados na literatura até 2008,
comparagdes estabelecidas a partir do tamanho da particula, do teste
utilizado, substancia investigada.

Fora de escopo — tematica. Abordagem voltada a regulacéo insuficiente de
produtos de consumo que contém nanomateriais na Coreia do Sul, e uma
visdo geral desse processo ao redor do globo, inclusive no que tange a
organizacdes relacionadas a normatizacao.
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179.
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2019
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PARK M.V.D.Z., et
al.

PAWAR G, et al.

PEREIRAA.C, etal.

REZAEI G. et al.

RIEDIKER M., et al.

RIM K.-T.

RYCROFTT., etal.

SOM C,, etal.

UNFRIED K., A, et
al.

WOLFRAM J., et al.
ZORODDU M.A. et
al.

Development of a systematic method
to assess similarity  between
nanomaterials for human hazard
evaluation purposes—lessons learnt
In silico toxicology data resources to
support read-across and (Q)SAR

The zebrafish embryotoxicity test
(ZET) for nanotoxicity assessment:
from morphological to molecular
approach

Protein  corona  variation in
nanoparticles revisited: A dynamic
grouping strategy

Particle toxicology and health -
Where are we?

Chemical
their

In vitro Models for
Toxicity: Review of
Applications and Prospects
Nanotoxicology and nanomedicine:
making development decisions in an
evolving governance environment
The importance of life cycle concepts
for the development of safe
nanoproducts

Cellular responses to nanoparticles:
Target structures and mechanisms

Safety of nanoparticles in medicine
Toxicity of nanoparticles

Nanotoxicology

Front Pharmacol.

Environ Pollut

Colloids. Surf. B

Part Fibre Toxicol.

Toxicol.  Environ.

Health Sci.

J. Nanoparticle Res

Toxicology

Nanotoxicology

Curr Drug Targets
Curr Med Chem.

Fora de escopo - tematica. Abordagem direcionada a apresentacdo de uma
metodologia de avaliacdo de similaridade baseada no projeto GuideNano -
restrito a exposicao pelas vias inalatoria, oral e dérmica.

Fora de escopo — temética. Revisdo abrangente destinada a identificacdo de
diversas bases de dados contendo informagfes toxicoldgicas dedicadas a
tematicas diversas, dentre as quais nanotoxicoldgicas - avaliadas sob
diferentes perspectivas: acessibilidade, interoperabilidade, relevancia dos
desfechos, usabilidade, natureza da informacéo...Listadas e consolidadas
900 bases de dados, das quais 22 relacionavam-se a nanotoxicologia.

Fora de escopo — especificidade/temética. Revisdo dedicada a avaliagdo da
literatura existente sobre efeitos teratogénicos e embriotoxiciade de NM em
zebrafish, principalmente, voltados ao contexto ecotoxicolégico de NM
inorganicos, com especial destaque para alguns deles (SiO2, ZnO, TiOz, Au,
CuO, QDs), mas também organicos como CNT, fulerenos, quitosana.

Fora de escopo - temdtica. Apresenta um modelo de investigacdo
relacionado a proteina corona, baseado em estratégia de agrupamento a partir
do conceito RADAR (baseado em fatores chave relacionados a
nanobiointerface), com vistas ao desenvolvimento de NP mais seguras,
eficientes e customizaveis pelo direcionamento de estudos de refinamento.
Fora de escopo — especificidade/tematica. Abordagem voltada a toxicidade
pulmonar de particulas e fibras resultantes a exposicdo ambiental e
ocupacional, principalmente, bem como suas repercussdes sistémicas.

Fora de escopo — tematica. Abordagem direcionada a avaliagdo de toxicidade
pulmonar de substancias quimicas e particulas transportadas pelo ar para
determinagdo de sua absorcéo.

Fora de escopo — temética. Abordagem voltada aos desenvolvedores de NM
voltados a nanomedicina, a partir do uso de ferramentas de tomada de
decisdo multicritério.

Fora de escopo — temética. Abordagem voltada a avaliacdo do ciclo de vida
de nanoprodutos, sob uma perspectiva de desenvolvimento, com enfoque
nos impactos a salde ambiental e seus efeitos sobre a sustentabilidade
ambiental - aspecto ndo contemplado na dissertagéo.

Fora de escopo - tematica. Proposicdo de protocolo de pesquisa integrada
para identificar respostas celulares a NP em complementagdo as estratégias
de triagem toxicoldgica a partir de uma abordagem baseada em mecanismo.
Fora de escopo — tematica. Abordagem voltada a nanomedicamentos.

Fora de escopo - temética/especificidade. Abordagem voltada
predominantemente a exposi¢do inalatoria de NP engenheiradas diversas,
em meio ocupacional e ambiental, tendo as vias dérmica e gastrintestinal
sido brevemente abordada a partir de resultados apresentados por estudos de
NP especificas.
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10.

11.

12.

13.

Ano

2010

2011

2015

2016

2017

2008

2015

2009

2016

2016

2016

2019

2011

Autoria

BILLI, F.,
CAMPBELL, P

Al, J. etal

BITOUNIS, D. ET
AL.

HOBSON, D. W. et
al.
MYERS, D. K. et al

KEEGAN, G.M., et
al.

JUILLERAT-
JEANNERET, L. et
al.

MYLLYNEN, P.

NAVYA, P.;
DAIMA, H.

RADOMSKA,

A LESZCZYSZYN,
J.; RADOMSKI, M.
W.

ADABI, M. et al

BAIMANOV, D,
CAI R.; CHEN, C.

BOUWMEESTER,
H.etal.

Tipo de
Publicacéo
Revisdo

Revisdo

Revisédo
Revisdo

Relatério
(workshop)

Comparacgédo
sistematica
Revisédo
Editorial
Revisdo

Revisdo

Revisdo

Revisdo

Relato =

resultados
workshop
NanolmpactNet

Titulo

Nanotoxicology of metal wear particles in
total joint arthroplasty: a review of current
concepts.

Nanotoxicology and nanoparticle safety in
biomedical designs.

Detection and analysis of nanoparticles in
patients: a critical review of the status quo of
clinical nanotoxicology.

Applied Nanotoxicology.

From in vivo to in vitro: The medical device
testing paradigma shift.

A Systematic Comparison of the Actual,
Potential, and Theoretical Health Effects of
Cobalt and Chromium

Exposures.

Biological impact assessment of
nanomaterial used in nanomedicine.
Introduction to the NanoTEST project
Damaging DNA from a distance

Rational engineering of physicochemical
properties of nanomaterials for biomedical
applications with nanotoxicological
perspectives

The nanopharmacology and nanotoxicology
of nanomaterials: New opportunities and
challenges

Biocompatibility and nanostructured
materials: applications in nanomedicine

Understanding the Chemical Nature of
Nanoparticle-Protein Interactions.

Minimal analytical characterization of
engineered nanomaterials needed for hazard
assessment in biological matrices.

Revista
Journal of  applied
biomaterials &

biomechanics: JABB
International Journal of
Nanomedicine
Biomaterials

International Journal of
Toxicology

Altex

Critical  Reviews in

Toxicology

Nanotoxicology

Nature Nanotechnology

Nano Convergence

Advances in Clinical and
Experimental Medicine

Artificial

Nanomedicine,
Biotechnology
Bioconjugate chemistry

Cells,
and

Nanotoxicology

Fator de
Impacto
2.000

4471

10.317

1.205

6.183

5.313

4.925

31.538

1.644

1.514

3.343

4.031

7.913

222

Abordagem Majoritaria

Nanotoxicologia aplicada
Dispositivos Médicos

Nanotoxicologia aplicada
Dispositivos Médicos
Nanotoxicologia aplicada
Dispositivos Médicos

Nanotoxicologia aplicada
Dispositivos Médicos
Nanotoxicologia aplicada
Dispositivos Médicos

Nanotoxicologia aplicada
Dispositivos Médicos

Nanotoxicologia aplicada
Dispositivos Médicos

Nanotoxicologia aplicada
Dispositivos Médicos
Nanotoxicologia aplicada
Dispositivos Médicos

Nanotoxicologia aplicada
Dispositivos Médicos

Nanotoxicologia aplicada
Dispositivos Médicos

Caracterizacéo

a

a

Fisico-

Quimica, Proteina Corona e

Nanobiointeragdo
Caracterizacéo

Fisico-

Quimica, Proteina Corona e

Nanobiointeracdo
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16.
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21.

22,

23.

24.

25.

2020

2015

2015

2015

2015

2015

2017
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2012

2020

2017

2017

CAl, X. etal

BURELLO, E.;
WORTH, A.

COHEN, J. M;
DELOID, G. M.

DEMOKRITOU, P.
DOCTER, D. et al

DUSINSKA, M. et
al.

FADEEL, B. et al.

FOREST, V;
POURCHEZ, J.

JIA, J. et al.

JOHNSTON, H. etal.

OVAIS, M. et al.

LIU, Y.,
WORKALEMAHU,
B., JIANG, X.
NEAGU, M. et al

Revisdo

Carta ao Editor

Revisdo

Revisédo

Revisédo

Revisdo

Editorial

Revisdo

Revisdo

Revisédo

Revisdo

Molecular Mechanisms, Characterization
Methods, and Utilities of Nanoparticle
Biotransformation in Nanosafety
Assessments.

A rule for designing safer nanomaterials: Do
not interfere with the cellular redox
equilibrium.

A critical review of in vitro dosimetry for
engineered nanomaterials.

No king without a crown--impact of the
nanomaterial-protein corona on
nanobiomedicine.

Towards an alternative testing strategy for
nanomaterials used in nanomedicine:
lessons from NanoTEST.

Keeping it real: the importance of material
characterization in nanotoxicology.

Preferential binding of positive
nanoparticles on cell membranes is due to
electrostatic interactions: A too simplistic
explanation that does not take into account
the nanoparticle protein corona.

Nano-Bio Interactions: Ecotoxicology and
Cytotoxicity of Nanomaterials.

Investigating the relationship between
nanomaterial hazard and physicochemical
properties: Informing the exploitation of
nanomaterials within therapeutic and
diagnostic applications.

Recent advances in the analysis of
nanoparticle-protein coronas.

The Effects of Physicochemical Properties of
Nanomaterials on Their Cellular Uptake In
Vitro and In Vivo.

Protein bio-corona: critical issue in immune

nanotoxicology.

Small

Nanotoxicology

Nanomedicine

Nanomedicine

Nanotoxicology

Biochemical and
Biophysical Research
Communications
Materials Science and
Engineering C

Frontiers in
Bioengineering and
Biotechnology

Journal of Controlled
Release

Nanomedicine

Small

Archives of Toxicology

11.459

4.925

4.727

4.727

4.925

2.985

5.88

4.21

7.366

4.300

11.459

421
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Quimica, Proteina
Nanobiointeracdo

Caracterizacao
Quimica, Proteina
Nanobiointeracdo
Caracterizacéo
Quimica, Proteina
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Quimica, Proteina
Nanobiointeragdo
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Quimica, Proteina
Nanobiointeracdo
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Quimica, Proteina
Nanobiointeracdo
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Quimica, Proteina
Nanobiointera¢do
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Quimica, Proteina
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Quimica, Proteina
Nanobiointeracdo
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Quimica, Proteina
Nanobiointeracdo

223

Fisico-
Corona e

Fisico-
Corona e

Fisico-
Corona e

Fisico-
Corona e

Fisico-
Corona e

Fisico-
Corona e

Fisico-
Corona e

Fisico-
Corona e

Fisico-
Corona e

Fisico-
Corona e

Fisico-
Corona e

Fisico-
Corona e



26.

27.

28.

29.

30.

31.
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33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

2017

2010

2019

2015

2014

2020

2009

2017

2020

2018

2020

2020

2020

2010

SHANNAHAN, J.

RIVERA, G.et al

SINGH, A. et al.

WESTMEIER, D
STAUBER, R. H,;
DOCTER, D.

WOLFRAM, J. et al.

XIARCHOS, I. et al.

DHAWAN, A
SHARMA, V,;
PARMAR D.
BORASCHI, D,;
CASTELLANO,
L.R.C,; P.
BORASCHI, D. ET
AL.

ALSALEH, N.B;
BROWN, J. M.

ALSALEH, N.B;
BROWN, J. M.
CHEN, C.; LEONG,
D.T.; LYNCH, I.
CHEN, C.; LEONG,
D.T,; LYNCH, I

DONNER, M. et al.

Revisdo

Perspectiva

Reviséo

Revisdo

Revisdo

Revisdo

Revisdo

Editorial

Revisdo

Opinion

Revisdo
Editorial

Edtorial

Editorial

The biocorona: A challenge for the
biomedical application of nanoparticles.

Correlating physico-chemical with
toxicological properties of nanoparticles:
The present and the future.

Review of emerging concepts in
nanotoxicology: opportunities and
challenges for safer nanomaterial design.
The concept of bio-corona in modulating the
toxicity of engineered nanomaterials (ENM).

The nano-plasma interface: Implications of
the protein corona

Joy.

Nanocharacterization, Materials Modeling,
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