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Introducao

A exposicdo da populacdo humana a particulas exdgenas
de dimensdes da ordem dos nandémetros, os nanomateriais,
pode ser considerada ubiquitéria: tais particulas encontram-
se no ar que respiramos e também nos produtos de consumo
que usamos diariamente. Os nanomateriais podem ter ori-
gem natural ou antropogénica, sendo que o primeiro grupo
engloba, por exemplo, nanomateriais produzidos e liberta-
dos nas emissdes vulcanicas, nos fogos florestais e alguns
virus, enquanto o segundo inclui os que sdo produzidos em
consequéncia de atividades humanas, tais como nos pro-
cessos de refinacdo, soldadura, confecdo de alimentos ou
combustdo automével®. Presentemente, as atencdes focam-se
preferencialmente nos nanomateriais manufaturados (neste
texto designados por NM) que englobam aqueles que sdo
sintetizados deliberadamente para um fim especifico!, por-
que constituem um novo desafio, em termos de saude
publica. Efetivamente, depositam-se grandes expectativas
nas tecnologias baseadas nestes NM (nanotecnologias) como
impulsionadoras do crescimento econémico dos paises indus-
trializados, devido ao seu potencial para melhorar a qualidade
e o desempenho de muitos tipos de produtos e de processos.
Assim, o estimulo crescente ao desenvolvimento, producao e
aplicagdo em grande escala de NM, bem como a sua utilizacdo
numa vasta gama de produtos de consumo e em biomedicina,
tem conduzido, inevitavelmente, ao aumento da exposicdo
humana e a disseminacdo no ambiente, sendo o seu potencial
impacto ainda desconhecido. Este facto justifica a necessidade
de realizar estudos que permitam garantir uma utilizacao
segura dos nanomateriais, durante todo o seu ciclo de vida,
protegendo o ambiente e a saiilde humana.

Nanomateriais e nanotecnologia

O prefixo ‘nano-’, com origem na palavra grega vav0¢ (ando),
significa, no meio cientifico, uma medida de 10 unidades.
Contudo, a procura de uma defini¢do para «<nanomaterial» tem
gerado alguma polémica. Numa tentativa de obviar a essas
inconsisténcias, a Comissao Europeia emitiu em 2011 uma
recomendacdo sobre a definicdo de nanomaterial (NM), que
se transcreve: «por «nanomaterial», entende-se um material
natural, incidental ou fabricado, que contém particulas num
estado desagregado ou na forma de um agregado ou de um
aglomerado, e em cuja distribui¢cdo nimero-tamanho 50% ou
mais das particulas tém uma ou mais dimensdes externas
na gama de tamanhos compreendidos entre 1 nanémetro e
100 nanémetros»?.

Se as propriedades dos materiais, em geral, dependem da
sua composicio fisico-quimica e do meio ambiente na inter-
face (estado fisico, temperatura, pressao), no caso dos NM as
suas propriedades distintas e atrativas devem-se, fundamen-
talmente, a reduzida dimenséao das particulas e a modificacoes
ao nivel da estrutura que conduzem a um aumento da area
superficial em relagdo ao volume, tendo por consequéncia
um aumento do nimero de moléculas/dtomos na superfi-
cie. Esta caracteristica confere-lhes propriedades de superficie
Unicas, que, por sua vez, modificam a sua reatividade,

Tabela 1 - Alguns exemplos de aplica¢oes de

nanomateriais manufaturados, em produtos
de utilizac¢do correntes e de consumo humano

Categorias de produtos Exemplos

Produtos de aplicacdo
biomédica

Sistemas de terapéutica dirigida
(targeted drug-delivery); sistemas de
diagnéstico; pele ou osso artificial
para medicina regenerativa; ligaduras;
aparelhos de audicdo; proteses
ortopédicas

Protetores solares; champés; cremes;
desodorizantes; pasta de dentes;
produtos de maquilhagem; joalharia
Frigorificos; maquinas de lavar; ar
condicionado

Audio; video; hardware; televisio;
teleméveis; baterias

Produtos de limpeza; utensilios de
cozinha; almofadas; tintas; materiais
de construcao

Produtos de cuidado
pessoal e cosmética

Aparelhos elétricos

Eletrénica e
computacgao

Produtos domésticos
e de construcao

Téxteis Roupa; lencodis; tecidos
impermeabilizados para decoracdo

Embalagens Embalagens alimentares e sensores
nas embalagens alimentares

Desporto Raquetes; tacos de golfe; bolas

de bowling
Tinta; pneus; sistemas de purificagao
do ar; limpeza do motor

Veiculos automoveis

Adaptado de: Wijnhoven et al.®

frequentemente melhorando as suas propriedades mecéani-
cas, Oticas, elétricas e magnéticas, comparativamente as dos
materiais com a mesma composicio fisico-quimica mas de
dimensdées maiores>*. Estas modificacdes de reatividade tém
dado uma contribuic¢do significativa para o desenvolvimento
e producdo em quantidades significativas de uma geracdo de
produtos inovadores contendo NM, com um vasto campo de
aplicacdes em dreas como a eletrénica, a alimentacdo, a cos-
mética e a biomedicina®, tal como se especifica na tabela 1.
A titulo de exemplo, o didéxido de titdnio é utilizado na forma
«nano» em protetores solares exibindo as mesmas proprie-
dades de filtro ultravioleta que a forma convencional, com a
vantagem de ser invisivel na pele®. Estes NM s&o usados nos
protetores solares desde 1990° e inserem-se numa das cate-
gorias de produtos que tem tido um maior incremento, a dos
«produtos de cuidado pessoal e cosméticos»’. Outro exem-
plo é a utilizacdo de nanotubos de carbono para controlar ou
aumentar a condutividade de materiais, com aplicac¢oes vari-
adas que vdo desde embalagens antiestéticas até aparelhos
eletrénicos.

A clara expansao deste mercado nos ultimos anos é visi-
vel na base de dados da Woodrow Wilson «Nanotechnology
Consumer Products Inventory», onde sdo identificados 1317
produtos contendo NM, produzidos por 587 empresas em
30 paises’. Relativamente a produtos de consumo humano
contendo NM, o seu nimero no mercado europeu cresceu 6
vezes nos Ultimos 3 anos, totalizando 858 produtos em 2010°.
Para além disso, a crescente aplicacdo dos NM a biomedi-
cina, a nanomedicina?, preconiza cuidados de satide mais
eficientes e menos dispendiosos. Assim, plataformas como
a «European Technology Platform on NanoMedicine»® tém
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Ciclo de vida do nanomaterial

v

Cenarios de exposicdo

Recursos

Libertacéo dos NMs em:

Residuos

Tecnoesfera:
Tratamento de aguas residuais; Incineragéo de residuos; Sistemas de Reciclagem

Comparlﬁmentos Ambientais:
Agua, Solo, Ar

Biota

Destino dos NMs
Perigo

Humanos

Figura 1 - Esquema simplificado das fases do ciclo de vida de um nanomaterial manufaturado. Adaptado de: Som et al*>.

surgido um pouco por todo o mundo, na expectativa de desen-
volver novas solugoes terapéuticas com o consequente valor
acrescentado para a saide humana e para a sociedade.

A maioria da producao e utilizacdo de NM, especialmente
por grandes multinacionais, tem ocorrido nos Estados Unidos
da América (49%), sendo a Unido Europeia (UE) responsavel
por 30% do mercado produtor®. Entre 2000 e 2010, os 5 princi-
pais requerentes de patentes na area da nanotecnologia foram
a IBM, a Samsung Electronics, a TDK Corp, a Canon KK e a
Fujitsu Ltd'°. A atividade de patenteamento na area da biona-
notecnologia em 2003 era liderada por empresas americanas,
com 70% de patenteamento'®. Em 2008, 5 anos depois, a ati-
vidade de patenteamento teve um aumento de 160% com
7399 patentes registadas'®. Relativamente a Portugal, o
numero de patentes é bastante inferior, ou seja, foram pedidas
apenas 14 patentes'®.

Na tentativa de melhor caracterizar a situagdo portuguesa
relativamente a producéo e ao desenvolvimento de NM, uma
pesquisa no site http://www.nanowerk.com (consulta em 24
Mar 2012) revela a rede de investigacdo existente em Portu-
gal, bem como a existéncia de 3 empresas especificamente
envolvidas na producao de nanomateriais. No entanto, tudo
leva a crer que este seja um cenario incompleto devido a
inexisténcia de um sistema centralizado de dados, a nivel
nacional. Um trabalho muito recente analisou os projetos
de I&D realizados sobre NM em Portugal'!, em que se con-
cluiu que, entre 2006-2009, foram financiados 108 projetos no
dominio das nanotecnologias, dos quais somente 2 aborda-
vam o tema da nanosseguranca. Portugal participou ainda
em 24 projetos de I&D no ambito do 7.° programa-quadro
da UE e numa acdo concertada sobre a seguranca de NM
promovida pela Agéncia Executiva para a Saude e Consu-
midores (Executive Agency for Health and Consumers, EAHC) da
Comissdo da UE'. Estes nimeros sugerem o elevado interesse
nacional, em particular na area das aplica¢gdes em nanotecno-
logia.

Pelo que foi mencionado, reconhece-se que o crescente
desenvolvimento, producao e utilizacdo de NM manufatura-
dos tem conduzido a um aumento real da exposi¢do humana,
especialmente no contexto ocupacional, com consequéncias
para a sauide ainda desconhecidas. No entanto, a informacéo
sobre os niveis de NM a que a populacdo humana pode estar
sujeita ainda é escassa'?, quer relativamente aos consumido-
res, quer aos locais de trabalho ou ao ambiente.

Exposicao humana a nanomateriais
manufaturados e potenciais efeitos na saude

A exposicdo humana a NM pode ocorrer durante as varias
fases do ciclo de vida do NM (fig. 1), desde a sintese,
producao e inclusao nos produtos (exposi¢ao ocupacional) até
a utilizacdo desses mesmos produtos (exposicao do consu-
midor); a elimina¢do dos NM e consequente acumulagdo no
ambiente poderd constituir ainda uma fonte de exposicdo
humana'® (exposi¢do ambiental). A presenca de NM no ar
pode dever-se a processos de erosdo de materiais fabricados ou
a produgdo/utilizagdo/manipulagdo de pés-nanoparticulados
em processos industriais, sendo que a via inalatéria constitui a
via de exposicdo humana mais relevante, particularmente, em
contexto ocupacional**. Em relacéo a exposi¢do por via oral,
sabe-se que os NM incorporados em alimentos, suplemen-
tos alimentares ou mesmo em embalagens alimentares, bem
como os origindrios de solos ou dguas contaminadas, poderdo
ser absorvidos através do intestino de mamiferos' e, assim,
originar, eventualmente, efeitos sistémicos. A via transdér-
mica é também importante', quer em termos ocupacionais
quer quando se trata da utilizacdo de produtos de cosmética
e higiene pessoal contendo NM na sua composi¢ao, apesar de
o conhecimento sobre a capacidade de os NM penetrarem (ou
ndo) na pele permanecer ainda inconclusivo.

Se, por um lado, foi estimado que, entre 1981-83, cerca
de 2,7 milhdes de trabalhadores se encontravam expostos
a nanomateriais de diéxido de titdnio nos EUA'>, por outro
lado, apenas temos conhecimento de um estudo nos EUA
que se preocupou em avaliar a exposicao inalatéria e dér-
mica aos nanotubos de carbono durante a manipulacdo de
material ndo refinado'®. Na UE, a Agéncia Europeia para a
Seguranca e Saude no Local de Trabalho (European Agency for
Safety and Health at Work, EU-OSHA) estima que entre 300000 a
400000 postos de trabalho lidam diretamente com a nano-
tecnologia. Os nanomateriais fabricados sdo manuseados
em muitos mais locais de trabalho ao longo da cadeia
de abastecimento e 75% desses locais de trabalho sdo
pequenas e médias empresas (http://osha.europa.eu/pt/press/
press-releases/risks_of_very_small, consulta em 23 Jun 2012).
No Reino Unido, um outro estudo identificou 53 empresas
envolvidas em manufaturar, processar ou utilizar NM em
2005, para além de mais 55 envolvidas na I&D associada
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a nanotecnologia®. Em Franca, de acordo com um estudo
do Instituto Francés de Investigacdo e Seguranca (INRS), a
producao industrial de nanomateriais envolve entre 2000 e
4000 trabalhadores’ . Por sua vez, o ponto da situacdo para
os paises noérdicos (Dinamarca, Finlandia, Islandia, Noruega,
Suécia) foi apresentado no relatério de Schneider'®, mos-
trando a existéncia de uma grande diversidade de cenarios de
exposicao humana durante o ciclo de vida dos NM, envolvendo
néo sé trabalhadores mas também utilizadores. Em Portugal,
que se conheca, ndo existem dados publicamente disponiveis
sobre exposicdo a NM.

Para além disso, na maioria dos paises, a colocacdo da
designacdo «nano» nos rétulos dos produtos de consumo nao
é fundamentada legalmente e, de acordo com o relatério do
Instituto Holandés para a Satde Publica e Ambiente (RIVM),
alguns produtos com esta indica¢do ndo contém realmente
NM, enquanto outros incorporam NM e néo o referem'®. Nao
existe, portanto, um sistema de rastreabilidade que possibilite
aos consumidores estarem corretamente informados sobre a
presenca de NM nos produtos existentes no mercado e, como
tal, estarem cientes da possibilidade de estarem expostos a
esses materiais, dificultando a percecdo e a comunicacdo do
risco.

Do que ficou exposto, é inequivoco que, por um lado,
as nanotecnologias tém ja um enorme impacto econémico
e estdo a ser alvo de uma expansdo que é impossivel de
reverter e que, por outro, a exposicdo humana a uma ampla
variedade de NM é ji uma realidade que ndo pode ser
ignorada. Por sua vez, a EU-OSHA refere a exposicdo ocu-
pacional aos NM como o risco emergente mais premente”’,
considerando existir necessidade de investigacdo de todo o
ciclo de vida de modo a identificar todas as situagoes de
exposicao dos trabalhadores, bem como as implicagoes na sua
saude.

Apbs a absorcdo e uma vez no interior do organismo, as
nanoparticulas, em consequéncia das suas pequenas dimen-
sbes, tém a capacidade de se translocarem para o sistema
circulatério e linféatico, podendo atingir diversos érgaos e teci-
dos, incluindo o cérebro®. Diversos estudos em roedores tém
investigado as consequéncias da exposicdo aos NM, essenci-
almente por inalacéo, relativamente a ocorréncia de leses
nos pulmades, inflamagéo e formagéo de tumores'?, tendo glo-
balmente confirmado o potencial téxico dos NM. A resposta
inflamatéria que tem como consequéncia a producao de radi-
cais livres de oxigénio (ROS) e de azoto é, de facto, a via mais
evidente que correlaciona a exposicao a NM com a ocorrén-
cia de lesdes nos tecidos e que, ao causar lesées no genoma
das células?!, tem o potencial de contribuir para o desenvol-
vimento de neoplasias. De facto, este tipo de resposta dos
tecidos, quando em contacto com NM, tem levado ao estabe-
lecimento de analogias com os conhecidos casos da silicose e
asbestose em que a inflamacao crénica pode levar a genotoxi-
cidade, mutacdes, morte celular e cancro??. A estrutura fibrosa
de alguns NM, semelhante a asbestos, acentua esta analogia.

No que se refere a outros efeitos na satide humana, até
a data, com base em diversas experiéncias in vivo sobre a
toxicidade dos NM, pode sugerir-se que uma variedade de
patologias do sistema respiratério e cardiovascular estejam
potencialmente associadas a exposicdo aos NM, tais como
mesotelioma, tumores benignos e enfarte do miocérdio?’.

Os nanomateriais no contexto da satide publica

Andlise de risco

Considerando o paradigma de andlise de risco (risk analy-
sis) convencional, que incorpora 3 componentes —avaliacao
do risco (risk assessment), gestdo do risco e comunicacdo
do risco?*- tem surgido a duvida sobre a sua aplicabilidade
ao caso dos NM. A avaliacdo do risco inclui a identificacdo
do perigo, através de estudos sobre a toxicidade dos NM, a
avaliacdo da exposicdo humana e, por Gltimo, a caracterizacdo
do risco, através de estudos de indole mais mecanistica.

Relativamente a toxicidade dos NM, tem-se assumido que
estes apresentam, pelo menos, a mesma toxicidade que os
materiais na forma nao «nano». No entanto, a observagao
de que os mesmos constituintes, quando estruturados na
forma «nano», revelam propriedades fisico-quimicas distin-
tas das do material de origem, com consequente alteracdo
potencial da sua reatividade nos sistemas bioldgicos*, coloca
em causa a aplicabilidade das metodologias convencionais a
avaliacdo de efeitos adversos dos NM, gerando também incer-
tezas sobre a robustez dos resultados ja publicados. Assim,
tais especificidades dos NM devem ser consideradas para uma
adequada avaliacdo de risco, através do conhecimento gerado
pela nanotoxicologia®, conforme se sugere na figura 2.

Neste contexto, a Resolucdo do Parlamento Euro-
peu, de 24 de abril de 2009, a propésito dos aspetos
regulamentares dos nanomateriais, destaca a ausén-
cia de informagcdo e de conhecimentos cientificos
suficientes para tal extrapolacdo na area dos NM, acon-
selhando a intervencdo da Comissdo das Comunidades
Europeias para colmatar estas falhas e adequar a legislacdo
existente?*.

Ainda em 2009, com base no Regulamento REACH sobre
Registo, Avaliagdo, Autorizacdo e Restricdo dos Quimicos
(Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemi-
cals), a UE iniciou projetos de implementacdao do REACH para
NM (REACH Implementation Project on Nanomaterials, RIPON) com
vista a adaptar os guias de orientacdo REACH aos NM. Estas
acdes de implementacdo visaram fornecer informacéo cien-
tifica relevante a Agéncia Europeia dos Quimicos (ECHA),
nomeadamente no sentido de adaptar os protocolos expe-
rimentais do REACH aos NM. Foi concluido ainda que
substancias nas formas nano devem ser registadas separada-
mente, independentemente do seu volume e sempre que as
suas propriedades forem diferentes da substéncia original.

Atualmente, de acordo com o REACH?, a avaliacdo da
seguranca dos nanomateriais deve seguir a metodologia de
avaliacdo de risco adotada para os quimicos convencionais,
que se baseia nos seguintes pontos: 1) avaliacdo de efeitos;
2) avaliacdo da exposicdo; e 3) caracterizag¢do do risco.

No que diz respeito a avaliacdo de efeitos (passo 1), o
quociente de risco (risk characterisation ratio, RCR) é consi-
derado aceitdvel quando o valor estimado da exposicdo é
inferior a dose/concentracdo do agente em que néo se obser-
vou efeito adverso (no observed adverse effect level, NOAEL) no
estudo experimental levado a cabo para avaliar o endpoint em
estudo (p. ex., toxicidade por inalacdo, genotoxicidade), ou
seja, quando RCR < 1. No caso de ser necessério efetuar ensaios
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in vivo ou vitro para avaliar os efeitos, torna-se necessario
caracterizar primeiro o NM em estudo, recolhendo informacao
sobre os parametros fisico-quimicos mais relevantes e que
poderdo influenciar a toxicidade, tais como distribuicdo de
tamanhos, estado de agregacdo/aglomeracdo, forma, area
superficial, reatividade, solubilidade em agua, carga superfi-
cial e estabilidade. Salienta-se desde ja, no entanto, que o
poder preditivo em termos de toxicidade, do binémio proprie-
dades intrinsecas-efeitos observados é ainda baixo, devido a ja
referida insuficiente evidéncia cientifica?® e a falta de protoco-
los experimentais validados, impossibilitando a extrapolacao
de resultados ou a associacdo de um determinado perfil toxi-
colégico a um certo(s) tipo(s) de NM?°.

Para avaliar a exposi¢do (passo 2), torna-se necessario iden-
tificar todas as potenciais fontes de exposi¢ao. Neste sentido,
é importante conhecer o processo de fabrico, as atividades
envolvidas e os diferentes cendrios de exposicdo, assim como
identificar as vias de exposi¢do mais provaveis. Este tipo de
informacao também é relevante para decidir a estratégia de
teste adequada (que estudos e que vias de administragdo) e a
elaboracao de recomendacoes sobre medidas de prevencao do
risco. Estas podem incluir o uso de equipamento de protecao
individual com especificacdes definidas (mascaras de protecdo
nivel 3 -FFP3), uso de filtros HEPA, e ainda a implementacdo
de medidas operacionais tais como a extracdo forcada de ar
no posto de trabalho-LEV (local exhaust ventilation), reducéo da
duracdo das tarefas e, de uma maneira geral, formacao relativa
a boas préticas de fabrico.

Logo apds a implementacdo do RIPoN, uma andlise de
incerteza demonstrou que existem lacunas no conhecimento
em quase todos os aspetos relacionados com potenciais ris-
cos para a saude e o ambiente associados aos NM?’. Mais

recentemente, a Comunicacdo da Comissao das Comunida-
des Europeias sobre aspetos reguladores dos nanomateriais®®
expressou a mesma incerteza, ao salientar a existéncia de
lacunas relativamente as questoes de seguranca dos NM,
salvaguardando a possibilidade de modificar a legislacdo exis-
tente mediante novas informagdes. E também referido o
esforco internacional que se encontra em curso para avaliacao
e gestdo dos riscos associados a exposicdo a estes materiais,
por forma a garantir a sua utiliza¢do em consonéncia com
elevado nivel de satide publica, seguranca e protecio dos con-
sumidores, trabalhadores e ambiente.

Presentemente, perante os novos produtos baseados em
nanomateriais e as incertezas no que se refere a sua seguranga
aplica-se, de uma forma geral, o principio da precaucdo,
enquadramento utilizado para a regulacdo de tecnologias
emergentes que possam constituir potenciais ameacas graves
para a saude ou para o ambiente?’. O principio da precaucio
preconiza a necessidade de atuar para reduzir perigos poten-
ciais antes de existir uma prova cabal do perigo, tendo em
consideragdo os provaveis custos e beneficios da acdo versus
inacao.

Lamentavelmente, sdo variados os exemplos de um pas-
sado recente em que tecnologias emergentes com enorme
potencial para aplica¢oes industriais ou médicas se revelaram
tardiamente como nocivas para o ser humano e para o ambi-
ente. Um desses exemplos foi a producao e ampla utilizacao
das fibras de asbestos para fins industriais e revestimentos
na construgdo civil, que se verificou na segunda metade do
século xx. Apesar de repetidos alertas quanto aos seus poten-
ciais efeitos adversos para o homem, estes foram ignorados,
prevendo-se, em consequéncia, um acréscimo da ordem dos
milhares de casos de mesotelioma e de cancro do pulmao, nos
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préoximos 25 anos. Outro caso paradigmatico é o dos raios-X,
cuja utilizagdo se banalizou apés a sua descoberta no final do
século x1x, dadas as suas potencialidades para diagnéstico e
terapéutica. Embora os seus efeitos agudos tenham sido pre-
cocemente reconhecidos, os efeitos crdonicos, resultantes da
exposicao repetida, foram ignorados durante mais de 50 anos,
sendo que apenas em 1949 o International Commission on Radi-
ation Protection (ICRP) reconheceu que se deveria minimizar a
exposicao ao raio-X devido ao seu efeito cancerigeno. Contudo,
s6 em 1996 foi publicada a Diretiva Europeia sobre radiacdo
ionizante baseada nos limites de dose estabelecidos pelo ICRP
alguns anos antes, cuja implementacio se tornou mandatéria
para todos os Estados-Membros®?. Em qualquer destes casos,
as consequéncias sé se tornaram evidentes décadas apéds as
primeiras exposi¢cdes ocorrerem, devido aos longos periodos
de laténcia dos processos cancerigenos, impedindo a agdo no
sentido de minimizar ou impedir a exposicdo. Até que ponto
os alertas que foram surgindo nos casos ilustrados poderiam
ter conduzido a agbes precoces para reduzir os perigos, a um
custo mais baixo para a sociedade, se tivesse sido aplicado o
principio da precaucdo? Assim, deveremos ter aprendido com
estes exemplos e, face ao novo desafio colocado pela crescente
producdo e utilizacdo de nanomateriais, importara expandir
a base do conhecimento através de avalia¢des integradas que
permitam gerar evidéncia para que os decisores e todas as
partesinteressadas possam prever as consequéncias possiveis
da regulamentacdo e das ag¢oes e inagoes. Enquanto a incer-
teza persistir quanto aos potenciais efeitos adversos dos NM,
procura-se que a aplicagdo do principio da precaucdo permita
o equilibrio entre os riscos que possam vir a ser reconhecidos
e os beneficios societais que deles advém.

Na pratica, a aplicac@o do principio da precaucao implica
a implementacdo de medidas de prevencdo baseadas na
reducdo da exposicdo humana, ao longo de todas as fases do
ciclo de vida do NM, tendo em conta as vias de exposicao
de maior preocupagao e incluindo, necessariamente, planos
de emergéncia em caso de acidente. O National Institute for
Occupational Safety and Health (NIOSH) recomendou o desen-
volvimento e a implementacdo de medidas de protecdo
temporéarias no caso da exposi¢do ocupacional®.

Contudo, urge que sejam tomadas decisdes regulamenta-
res com base em evidéncia cientifica, caso seja identificado
algum risco para a saidde humana, pelo que é premente
aprofundar os estudos epidemiolégicos e toxicolégicos sobre
NM. Tratando-se de materiais manufaturados para utilizacdo
em produtos de uso humano, tem de ser considerado para
esta avaliacdo o continuum da investigacdo, desenvolvimento
e producao até ao consumidor, bem como todos os seus
intervenientes, propondo-se para esse fim o enquadramento
ilustrado na figura 2. Neste enquadramento, a governanca de
potenciais riscos para a saude associados aos NM deve ser
adaptativa, a medida que o conhecimento cientifico progride,
de modo a assegurar uma adequada andlise do risco em tempo
util, considerando as caracteristicas especificas dos nanoma-
teriais sem menosprezar os seus grandes beneficios societais.

Toxicidade dos nanomateriais: a nanotoxicologia

Datam de 1990 dois trabalhos na revista cientifica Journal of
Aerosol Science, que sugeriam a ideia de que as particulas

Tabela 2 - Comparacéo das caracteristicas gerais,
biocinética e efeitos entre nanoparticulas e particulas de

dimenso6es normais parentais (ndo nano), considerando
a exposicao por via inalatoria

Nanoparticulas Particulas
(<100 nm) maiores
(>500nm)
Caracteristicas gerais:
Razdo: n.°/area Elevada Baixa
superficial por
volume
Aglomeracdo no ar Provavel Menos provavel
e liquidos (depende do
meio)
Deposicao no trato Difusdo Sedimentacao,
respiratério captura
Adsorcao Sim, Menos efetiva
proteinas/lipidos importante
in vitro para cinética
Translocagdo para 6rgaos secunddrios:
Células epiteliais, Sim N3o, s6 em
circulagdo linfatica condicoes de
e sanguinea, sobrecarga
sistema nervoso
Mucociliaridade Provavel Eficiente
Fagocitose por Baixa Eficiente
macrofagos
Internalizagdo nas Sim Sobretudo
células: células
fagociticas
Mitocondria Sim Néao
Nucleos Provavel Nao
(<40nm)
Efeitos diretos (dependendo da dose):
Na via de entrada Sim Sim
(trato respiratério)
Em érgaos-alvo Sim Néao
secundarios
Inflamacao, stress Sim Sim
oxidativo, ativagao
de vias de
sinalizacdo

Adaptado de Oberdédrster G*.

inaladas de didmetro inferior a 100 nanémetros produziam
uma resposta exacerbada nas células pulmonares (Ferin et al.,
1990 e Oberddrster et al., 1990°!). A associagdo entre os efei-
tos biolégicos e a dimensao das particulas, sugerido por estes
autores, tem sido progressivamente confirmada através de
outros estudos®'. Na tabela 2 resumemb-se as principais carac-
teristicas, biocinética e efeitos biolégicos das nanoparticulas,
em comparagdo com os seus andlogos de dimensao superior
a 500 nanémetros, que se considera terem maior impacto no
seu perfil toxicolégico e modo de ac¢do. Salientam-se, assim,
as 2 caracteristicas fundamentais dos NM que condicionam
também a sua toxicidade®!, designadamente, a dimensdo das
particulas e o seu comportamento dindmico em meio gasoso
e liquido*3'. O comportamento dindmico dos nanomateriais,
ou seja, a sua capacidade de formacdo de agregados ou aglo-
merados, determina a dimensao real das particulas que vao
interagir com os sistemas biolégicos*. Enquanto os agregados
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de NM consistem em particulas primarias unidas por ligacoes
quimicas fortes (tipo covalente), nos aglomerados as particu-
las primarias estdo unidas por forcas de van der Waals fracas,
sendo as suas propriedades fortemente influenciadas pelo
meio em que se encontram®. Assim, as propriedades quimi-
cas dos NM, tais como hidrofobicidade, funcionalizac¢ao, carga,
estado de dispersao e adsorcao de proteinas na sua superficie,
sdo determinantes para a sua aptidao para serem absorvidos,
metabolizados e eliminados ou acumulados no organismo.
Estas propriedades podem, no entanto, ser modificadas de
um modo dindmico quando em condicoes biolégicas ou ambi-
entais distintas®”. Por este motivo, mesmo quando o perfil
toxicolégico dos constituintes de um NM é conhecido, podem
existir casos em que os seus efeitos na saide e no ambiente
sejam distintos relativamente aos dos mesmos constituintes
na forma ndo nanomeétrica.

Como foi anteriormente referido, a deposicao de NM nos
tecidos pode desencadear uma resposta inflamatéria em
que células como macréfagos e neutréfilos sdo recrutados
para o local do contacto, levando ao stress oxidativo a nivel
celular (producao de ROS) que, por sua vez, podem causar
alteracbes no genoma das células adjacentes, produzindo
efeitos genotoéxicos secunddrios. Em situac¢des de inflamacao
cronica, o stress genotdxico serd permanente, com conse-
quente acumulacdo de alteragdes genéticas que facilitardo
o processo de transformacdo das células em direcdo a um
fendtipo maligno. Contudo, mesmo na auséncia de uma res-
posta inflamatéria, os NM podem induzir, primariamente,
efeitos genotéxicos mediados por stress oxidativo, através
da sua interacdo com constituintes celulares, incluindo as
mitocondrias e oxidases NADPH ligadas a membrana celu-
lar ou através da deplecdo de antioxidantes (e.g., glutationo).
Sabe-se, por exemplo, que os ides metdlicos de transicdo con-
tidos na composi¢cdo de muitos NM (e.g., cddmio, crémio,
cobalto, cobre, ferro, niquel, titdnio e zinco) podem ser liberta-
dos, causando a conversdo dos metabolitos do oxigénio celular
em ROS?3. Jacobsen et al.>* demonstraram a inducéo de ROS
em células expostas a negro de carbono, nanotubos de carbono
de parede simples e fulerenos Cgo. Até que ponto, na situacdo
de exposicdo por via inalatdria a NM, este tipo de mecanismo
de transformagcdo celular pode ser generalizado, ainda per-
manece uma questdo em aberto que deverd ser objeto de
investigacao futura.

Para além das lesbes oxidativas no DNA, também os efeitos
genotoéxicos diretos dos NM podem contribuir de forma deter-
minante para gerar instabilidade genética que, por sua vez,
pode contribuir para o desenvolvimento de processos cance-
rigenos. Teoricamente, a capacidade de penetracdo dos NM
nos sistemas celulares serd superior a dos seus analogos nao
nanomeétricos, permitindo-lhe atravessar as membranas celu-
lares e atingir o nucleo, onde poderdo interagir diretamente
com o genoma da célula ou com as proteinas nucleares. Os
NM que ndo consigam transpor a membrana nuclear pode-
rdo, ainda assim, ter acesso ao DNA e proteinas nucleares no
decurso do processo mitético, podendo originar fenémenos de
aneuploidia. Este tipo de acontecimentos foi ja descrito para
os NM de diéxido de titanio e silica que penetram no nticleo
e causam a formacédo de agregados de proteinas intranuclea-
res, levando a inibicdo da replicacdo, transcricdo e proliferacdo
celular®®. Estudos mais recentes sugerem que o diéxido de

titdnio é capaz de se inserir também nas bases de DNA,
ligando-se aos nucleétidos e alterando a estrutura secunda-
ria do DNA®>. Outro exemplo diz respeito as nanoparticulas
de ouro que parecem exibir a capacidade de se ligarem ao
DNA, quer exteriormente, quer intercalando-se parcialmente
na cadeia de DNA®®. Apesar destes efeitos observados, outros
estudos, porém, tém revelado resultados negativos para as
mesmas classes de NM.

Embora os mecanismos descritos, consistindo numa acao
primaria direta ou indireta dos NM sobre o genoma ou numa
acdo secunddria, via resposta inflamatéria, tenham vindo a ser
propostos com base em evidéncias experimentais, ainda per-
sistem muitas incertezas que justificam uma intensificacao
dos estudos sobre os potenciais efeitos adversos destes mate-
riais com vista a uma correta avaliacdo de risco.

Perante esta fragilidade do conhecimento, tem-se assistido
a uma conjugacao de esforcos de organismos internacionais,
como o Centro para o Controlo de Doencas (Center for Disease
Control, CDC), a OCDE e a UE, no sentido de promover proje-
tos e grupos de trabalho com vista a assegurar a utilizacao
segura dos NM. Neste contexto, a nanotoxicologia - visando a
avaliacdo dos efeitos adversos dos NM no organismo humano
e ecossistemas, levando em consideracdo as especificidades
destes, para proteger a saude - tem vindo a desenvolver-se
como uma area de relevo no 4mbito da saude publica®. Esta
area recente da toxicologia deverd produzir o conhecimento
cientifico dos mecanismos de agdo dos NM nos sistemas bio-
légicos, que contribuird para a realizacdo de uma andlise de
risco, conforme esquematicamente representado na figura 2.
Assim, a nanotoxicologia ird contribuir para uma abordagem
preditiva, como a proposta por Nel et al. (2012). De acordo
com este autor, a necessidade de uma plataforma para a
investigacdo das interacdes na interface nano/bio pode ser
respondida através de metodologias com elevado rendimento
(High-Throughput Screening) para o rastreio in vitro das propri-
edades toxicolégicas dos NM, fundamentadas no seu modo
de acgdo, procurando prever-se quais as propriedades fisico-
quimicas dos NM que podem conduzir a patologias in vivo®’.
Espera-se que a utilizacdo deste tipo de nanotoxicologia pre-
ditiva permita, futuramente, estabelecer uma abordagem de
safe-by-design® que pressupde a sintese de NM seguros apés
modificacido das propriedades responsaveis pela sua toxici-
dade. Para isso, é essencial conhecer o seu modo de agédo, bem
como as propriedade(s) diretamente associadas a sua toxici-
dade, para que se possam modificar, minimizando os efeitos
toxicos e promovendo a sintese de NM seguros, que terdo,
ainda assim, de ser analisados quanto a sua seguranca.

Avaliagdo da genotoxicidade e potencial carcinogénico dos
nanomateriais

Segundo o Joint Research Center (JRC), a avaliacdo de
seguranca dos nanomateriais deve ser enquadrada ao nivel
dainvestigacdo basica e translacional, procurando produzir-se
conhecimento sobre os mecanismos de toxicidade especifi-
cos dos NM e aplicar esse conhecimento para reduzir os seus
impactos na saude®®. Assim, sugere o desenvolvimento de
metodologias inovadoras para andlise de riscos nanoespeci-
ficos e a validagdo de modelos in vitro e in vivo recorrendo
a NM de referéncia®®. Por outro lado, os muitos esforcos
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internacionais realizados tém vindo a produzir uma grande
quantidade de dados sobre a toxicidade das diversas classes
de NM, sendo de estimular também a adequada partilha e
difusdo do conhecimento, incluindo a apresentacao de resul-
tados negativos, e a realizacdo de meta-andlises de toda
esta a informacdo®. Por fim, preconiza-se como priorida-
des de investigacdo a definicdo de curvas dose-resposta em
6rgdos alvo e sistemas complexos, recorrendo a materiais bem
caracterizados®®.

Por outro lado, os pareceres emitidos pelo Comité Cientifico
para os Riscos Emergentes e Identificados de Novo® (Scientific
Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks, SCE-
NIHR) e pela UE destacam as nanoparticulas livres e os NM
de baixa solubilidade como uma preocupacdo prioritaria no
contexto do risco humano e ambiental.

Uma das principais preocupacoes relativamente aos efei-
tos adversos dos NM na saude humana é o seu potencial
efeito carcinogénico, que importa avaliar e caracterizar. Con-
tudo, os ensaios de carcinogénese sdo demorados (cerca de
2 anos) e muito dispendiosos, uma vez que se baseiam na
exposicdo de um elevado nimero de animais ao agente em
estudo e na observacdo do estado de saude ao longo da sua
vida, com vista a detecdo da eventual formacdo de tumo-
res. Dado que a carcinogénese é um processo complexo, com
multiplos passos, em que estdo frequentemente envolvidas
mutacOes em genes criticos e instabilidade genémica, grande
parte dos agentes carcinogénicos atua por uma via genoté-
xica, i.e., através da inducdo de lesGes irreversiveis no genoma
cuja acumulacdo contribui para a tumorigénese. Estabele-
cida a associagdo entre genotoxicidade e carcinogénese, foram
desenvolvidos ensaios de genotoxicidade (de curto termo)
para permitir prever de uma forma mais rapida e econémica o
efeito carcinogénico de qualquer agente fisico, quimico ou bio-
légico. Assim, a avaliagdo da seguranca no que se refere ao seu
efeito genotdxico é geralmente baseada numa combinacdo
de ensaios que permitem avaliar 3 tipos de alteracdes gené-
ticas com particular relevancia na determinacdo de cancro:
mutacgdo génica e clastogenicidade (quebra cromossémica) e
aneuploidia (perda cromossémica). Dado que um Unico teste
é insuficiente para caracterizar estes trés eventos-chave, tém
sido propostas varias abordagens baseadas na combinacdo
de testes de genotoxicidade de curto termo in vitro e in vivo,
conforme preconizado na revisao das linhas orientadoras ela-
boradas pelo grupo de trabalho da International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Phar-
maceuticals for Human Use (ICH)*%*! e, mais recentemente,
da Organizacdo Mundial de Saude/Programa Internacional
de Seguranca Quimica (OMS/IPCS)*’. Ensaios deste tipo tém
vindo a ser realizados utilizados no Departamento de Gené-
tica Humana do Instituto Nacional de Satude Dr. Ricardo Jorge
com vista a caracterizacio de efeitos genotdxicos de agentes
fisicos, quimicos e biolégicos e seus mecanismos de acdo a
nivel molecular, celular e do organismo®>4%,

No entanto, as considera¢oes expostas sobre as proprieda-
des especificas dos NM conduzem novamente a questio que
tem sido amplamente discutida no meio cientifico**>%°: sera a
metodologia atual de avaliacdo de risco utilizada na UE para os
compostos quimicos diretamente aplicavel aos NM, ou devera
ser modificada para se adequar as caracteristicas especificas
dos NM?

A resposta a esta questdo depende, por um lado, da
existéncia de conhecimento cientifico detalhado sobre o com-
portamento dos NM nos sistemas bioldgicos similares aos
humanos, ou que sejam extrapoléveis para a espécie humana.
Por outro lado, implica a validacdo das metodologias de
avaliacdo de toxicidade, em especial de genotoxicidade, ja
existentes, bem como da sua capacidade para detetarem os
efeitos dos NM nesses sistemas biolégicos. Surgiu, assim, a
nanogenotoxicologia, que tem o objetivo de avaliar o poten-
cial genotoéxico dos NM tentando, em paralelo, esclarecer as
propriedades fisico-quimicas mais relevantes para esse tipo
de efeitos®>.

Globalmente, numa primeira abordagem, procura-se reali-
zar a avaliacdo dos efeitos genotdxicos dos NM, utilizando os
ensaios e os modelos experimentais ja validados®*. Contudo,
a maioria dos estudos publicados tem revelado resulta-
dos muito diversos e até contraditérios para uma mesma
classe de NM, evidenciando limita¢des inerentes a espe-
cificidade de trabalhar com materiais a escala nano, bem
como diferencas na execugdo experimental que dificultam
a comparacao dos resultados, ndo permitindo uma anélise
conclusiva. As sec¢oes seguintes ilustram estas dificuldades,
através da informacéo relativa a avaliacdo da seguranca dos
NM de diéxido de titdnio e de nanotubos de carbono, ampla-
mente utilizados em produtos de consumo.

O caso dos nanomateriais de diéxido de titdnio

Existem varios tipos de pigmento branco de diéxido de titanio,
utilizados na producéo de tintas e revestimentos. O diéxido
de titdnio é usado também em papel, plastico, cerdmica,
borracha, tinta de impressoras, revestimentos do chao, cata-
lisadores, tecidos e téxteis, cosméticos (e.g. em protetores
solares), corantes alimentares, medicamentos e componen-
tes eletrénicos?’. Os diferentes nanomateriais de diéxido de
titdnio, embora com a mesma composicdo quimica, podem
apresentar-se com 4 estruturas cristalinas diferentes: rutilo,
anatase, broquite ou diéxido de titdnio (B)!, sendo que as for-
mas rutilo e anatase sdo as mais frequentemente usadas em
produtos de consumo.

Recentemente, o National Institute for Occupational Safety
and Health (NIOSH)** recomendou limites de exposicdo de
0,3mg/m3 de ar para o diéxido de titdnio nas formas nano.
O limite de exposicdo em Portugal para esta substancia é
de 10mg/m? de ar, considerando o TWA (8-h tempo médio
ponderado)®.

Como referimos anteriormente, embora néo existam dados
atuais sobre a exposicdo de trabalhadores aos NM de di6éxido
de titénio, os dados de 1981-83 indicam que 2,7 milhdes de tra-
balhadores estavam potencialmente expostos a estes NM'?,
especialmente por via inalatéria. No entanto, de acordo com
a revisdo recente da NIOSH, os 5 estudos epidemiolégicos ja
realizados sobre a exposicao dos trabalhadores e da populacao
aos nanomateriais de diéxido de titdnio (em pd) nédo eviden-
ciaram um risco acrescido de mortalidade ou morbilidade
por cancro do pulmao*?. Assim, a NIOSH considera nio exis-
tir evidéncia suficiente para classificar os NM de diéxido de
titdnio como potenciais agentes carcinogénicos em contexto
ocupacional®. Porém, na classificagdo da Agéncia Interna-
cional para a Investigacdo em Cancro (International Agency
for Research on Cancer, IARC), o didéxido de titdnio na forma
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nano é considerado como «possivelmente carcinogénico para
humanos» (Grupo 2 B), pois, muito embora nao exista evidén-
cia adequada para a sua carcinogenicidade em humanos, ha
evidéncia suficiente de efeitos carcinogénicos em animais®>.
No que se refere ao seu potencial genotdxico, a investigacdo
até ao momento néao foi conclusiva: enquanto varios estudos
realizados em bactérias revelaram ndo existir genotoxicidade
induzida pelo diéxido de titdnio'>*/, foram ja reportados efei-
tos positivos em células eucariotas e em animais. Os diferentes
resultados refletem, possivelmente, diferentes caracteristicas
dos NM investigados, como a forma cristalina ou a pureza,
diferentes procedimentos usados para a sua dispersdao em
meio aquoso (p. ex. meio para cultura celular ou veiculo para
administracdo em animais), diferentes vias de exposicdo, nem
sempre explicitadas na literatura, ou ainda diferencas entre
os modelos experimentais utilizados. Globalmente, o «corpo
de evidéncia» relativamente a existéncia ou ndo de genoto-
xicidade associada aos NM de diéxido de titdnio, bem como
o modo como essa genotoxicidade surge, necessita ainda ser
esclarecido.

Outro tipo de efeitos adversos a considerar, em termos
de impacto a longo termo para o ambiente e para a saude
humana, é a desregulacdo enddcrina. Num estudo recente,
Wang et al. (2011) observaram que uma exposicao prolongada
a NM de diéxido de titanio afetou negativamente a reproducéo
de peixes-zebra e a sobrevivéncia dos embrides, indepen-
dentemente da concentracdo®®. Ainda que as condicdes de
exposicdao nao tenham sido igualmente seguidas para o grupo
de controlo, os resultados da anadlise histolégica e do estudo
de expressdo génica permitiram, respetivamente, caracterizar
um atraso na foliculogénese bem com um perfil de expres-
sdo génica compativel com alteracdes da maturagdo e da
funcdo dos ovarios dos peixes expostos a didxido de tita-
nio, confirmando que este NM pode ser tdxico ao nivel do
sistema reprodutor dessa espécie. Assim, sugere-se que a
contaminacdo de ambientes aquaticos com NM de diéxido
de titdnio, mesmo em baixas doses, pode ter impacto na
reproducdo das espécies, efeito que, até ao momento, nio
tinha sido descrito, constituindo mais um motivo para a
investigacao do potencial impacto dos NM no ambiente e na
saide humana.

O caso dos nanotubos de carbono e o paradigma

dos asbestos

Os nanotubos de carbono (CNT) sdao um tipo de nanomate-
riais manufaturados cujas aplica¢des tém vindo a aumentar
muito significativamente. Consistem em cilindros de carbono
a escala nano, constituidos por grafenos, podendo variar na
sua forma, dimens3o, caracteristicas fisicas, revestimentos,
composicdo quimica ou funcionaliza¢do®. Os nanotubos de
carbono de parede simples (SWCNT) tém um didmetro de
cerca de 1nm, sendo formados por um sé cilindro, enquanto
os nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNT) sdo
constituidos por numerosos SWCNT concéntricos, possuindo
didmetros de cerca de 2-100 nm; existem ainda as nanofibras
de carbono com didmetros entre 40 e 200nm>’. Os CNT séo
mecanicamente muito resistentes, flexiveis e bons conduto-
res de eletricidade, o que permite a sua utilizagdo em diversas
aplicacdes, nomeadamente, em compdsitos reforcados, sen-
sores e eletrénica®.

Durante o seu ciclo de vida, os CNT podem atingir o ambi-
ente, ndo se sabendo, porém, como se comportam na cadeia
alimentar°!. Nao existem dados de estudos epidemioldgicos
ou de biomonitorizagdo até a data'* que apontem para efeitos
adversos no Homem.

No entanto, as semelhancas no tamanho e forma entre os
CNT e as fibras de asbestos tém gerado preocupacdes sobre
a sua seguranca. A principal questdo deriva ndo sé da sua
dimensdo nano, mas também da estrutura fibrosa que os
torna semelhantes, neste aspeto, aos asbestos. Num estudo
recente, apds injecdo intraperitoneal de MWCNT em rati-
nhos, foi mesmo sugerido um mecanismo de patogenicidade
semelhante ao dos asbestos. Porém, em vez de se desenvol-
ver cancro, verificou-se antes a encapsulagdo dos CNT pelas
células multinucleadas do sistema imunitdrio, numa apa-
rente «fagocitose frustrada». Em contraste, Takagi et al., apés
exposicdo de ratinhos p53*~ (que se sabe serem sensiveis
aos asbestos) a uma dose elevada de MWCNTSs, observaram
a inducao de mesotelioma, uma neoplasia maligna associada
a exposicdo a asbestos®”. Mais recentemente, os trabalhos de
Muller et al. ndo revelaram inducéo de carcinogénese em ratos
expostos a MWCNT®3, ficando assim por esclarecer a questio
da analogia com os asbestos.

A carcinogénese induzida por fibras é, provavelmente, um
processo complexo envolvendo um stress genotéxico de longo
termo. Poder-se-4 assumir que as fibras do NM s&o genotéxi-
cas primariamente através da interacio direta com o DNA, o
aparelho mitético ou via stress oxidativo e, secundariamente,
em consequéncia da resposta inflamatéria. Considerando
o paradigma das fibras, sustentado na inflamacgdo crénica
como precursora do processo carcinogénico, varios estudos
tém investigado a ocorréncia de respostas inflamatérias apés
exposicdo de animais a CNTs. Inicialmente, os estudos de
Muller>® mostraram a inducédo de inflamacdo por instilacdo
intratraqueal de MWCNT. Ensaios em ratos expostos por
inalagdo de MWCNT demonstraram a ocorréncia de lesdes
no pulmao (inflamacéo e formacdo de granulomas), embora
ndo tenham revelado toxicidade sistémica®*. Porter et al.
(2010) observaram também inflamacdo pulmonar e fibrose
em ratinhos expostos a MWCNT>®. Por outro lado, em rati-
nhos C57BL/6, outros autores nao verificaram inflamacdo
dos pulmées nem lesdes, mas sim altera¢bes imunitarias
sistémicas apés inalacdo de MWCNT?®. Porém, estudos de
toxicogendmica identificaram a exposicdo a MWCNT como
causa de alteracdes da expressdo génica num conjunto de
biomarcadores de cancro do pulmé&o em ratinhos®’. Os estu-
dos de Ryman-Rasmussen et al. (2009) sugeriram que uma
inflamacdo alérgica preexistente poderia aumentar a sensi-
bilidade a inalagdo de MWCNT, efeito confirmado no estudo
de Park et al*®.

Relativamente a genotoxicidade, existem muitas evidén-
cias de indugdo de leses no DNA pelos MWCNT, mas ainda
existem resultados contraditérios. Por exemplo, ensaios de
mutagénese em bactérias e ensaios citogenéticos em linféci-
tos humanos (analise de micronucleos e trocas de cromatideos
irm@os) revelaram-se negativos®®. Contudo, a exposi¢ao de lin-
fécitos humanos a MWCNT aumentou a incidéncia de quebras
no DNA de um modo dependente da dose, com concomitante
declinio da proliferacdo celular®®. Estudos de genotoxici-
dade em linhas celulares humanas derivadas do epitélio
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respiratério revelaram também resultados positivos®®. Ou
seja, também no caso dos nanotubos de carbono, os dados
sdo inconsistentes e existe a necessidade de esclarecer as suas
propriedades e mecanismos de genotoxicidade para garantir
a seguranca da sua utilizacao.

Nanotoxicologia: as lacunas e os progressos
no conhecimento

Grande parte dos trabalhos publicados sobre nanotoxicologia
nao descreve adequadamente a caracterizacao fisico-quimica
dos NM testados, tais como tamanho, forma, composicdo
quimica, cristalinidade e propriedades de superficie (e.g.,
area, porosidade, carga, funcionalizacdo), que condicionam
fortemente a sua cinética e atividade bioldgica. Para além
disso, aspetos relacionados com o procedimento experimen-
tal, tais como o método de preparacéo e controlo de dispersoes
dos NM, as condi¢des de exposicao, a falta de controlos
positivos e a utilizagdo de metodologias ainda ndo estandar-
dizadas, podem ser determinantes nos resultados obtidos.
Por exemplo, a agregacao dos NM pode condicionar mecanis-
mos como a eliminagdo efetiva das particulas maiores pelos
macréfagos. Muitos estudos sdo conduzidos em intervalos
de concentragdes muito elevadas, favorecendo a agregacao e,
consequentemente, reduzindo a sua potencial toxicidade*. Por
isso, em muitos dos estudos poderao nao ser detetados efei-
tos mais subtis que podem ocorrer a baixas concentragoes,
com risco para a saude humana, como é o caso da inducéo de
lesdes no DNA em células somaticas ou em células germinais,
que podem contribuir a longo prazo para, respetivamente, o
desenvolvimento de um processo cancerigeno ou para o apa-
recimento de doencas hereditarias na descendéncia.
Procurando responder a algumas destas necessidades
de conhecimento, iniciou-se em 2010 a Acdo Concertada
Europeia «NANOGENOTOX- Safety Evaluation of Manufactu-
red Nanomaterials by Characterisation of their potential Genotoxic
Hazard» (projeto cofinanciado pela EAHC e 11 Estados-
Membros da UE, no qual o INSA participa como representante
de Portugal). Este projeto pretende colmatar a escassez de
conhecimento cientifico relativamente aos potenciais riscos
para a saude associados aos NM e contribuir, assim, para
a melhoria da salde e seguranca dos cidaddos, no que diz
respeito a utilizagdo de nanomateriais. O plano de trabalho
inclui o recurso a um painel de NM de diéxido de titénio,
de silica e de nanotubos de carbono, que serdo adequada
e completamente caracterizados do ponto de vista fisico-
quimico e cuja dispersdo em meio aquoso sera otimizada
no ambito do projeto, para minimizar a variabilidade ine-
rente a esses fatores. Os parametros toxicocinéticos serdo
caracterizados em modelos murinos para andlise da biopersis-
téncia e identificacdo de érgdos-alvo. Por sua vez, a potencial
genotoxicidade desses NM sera avaliada utilizando-se uma
combinacdo de ensaios de genotoxicidade estandardizados,
quer em linhas celulares quer em roedores. Assim, espera-
se obviar a maioria das limitacdes apontadas aos estudos
anteriores e produzir dados consistentes que permitam o esta-
belecimento de metodologias robustas, isto é, especificas e
sensiveis, para caracterizacdo dos potenciais efeitos genoto-
xicos dos NM, contribuindo também para a avaliacdo de risco.

Em complemento, espera-se também fornecer suporte cien-
tifico para apoiar as decisdes regulamentares que é urgente
delinear, a escala europeia.

Conclusoes

Verifica-se, presentemente, um incremento significativo no
desenvolvimento, producdo e utilizacdo de nanomateriais
manufaturados a nivel mundial. A nanotecnologia foi identifi-
cada, em varios relatérios de referéncia, como um fator-chave
de desenvolvimento, fornecendo a base para a inovacio em
termos de aplicac¢des e produtos, nomeadamente, na area da
medicina e produtos de consumo, sendo atualmente conside-
rada essencial para a competitividade num mercado global. No
entanto, o desenvolvimento sustentado e a comercializacdo e
aceitagdo dos seus produtos, por parte da sociedade em geral,
tem como pré-requisito basear-se em processos e usos segu-
ros para o homem e com baixo impacto para o ambiente. Ora,
como vimos, embora a informacdo sobre os niveis de NM a
que a populacdo humana se encontra exposta (em contexto
ambiental ou ocupacional) seja ainda escassa, existem varios
estudos in vitro e in vivo que indiciam efeitos biolégicos adver-
sos dos NM com potencial impacto na saide humana. Assim,
asnecessidades «societais»”’ previstas para o futuro dos nano-
materiais manufaturados relacionam-se, por um lado, com
o desenvolvimento de novas aplicacdes e, principalmente,
com o desenvolvimento um paradigma de nanotoxicologia
preditiva que permita evitar os seus potenciais efeitos adver-
sos, garantindo a sua utilizagdo segura durante todo o seu
ciclo de vida. Para esse fim, é necessaria uma congregacao de
esforcos que permita, por um lado, preencher as lacunas do
conhecimento acerca dos potenciais efeitos nocivos dos NM
e, por outro, estabelecer niveis de exposicdo aceitdveis para a
preservacdo da saide humana e do ambiente. Enquanto nao
for rigorosamente demonstrada a seguranc¢a dos nanomateri-
ais, isto é, perante a incerteza quanto ao risco decorrente da
exposicdo a nanomateriais, devera aplicar-se o principio da
precaucdo visando a protecao da satude publica.

Neste contexto, a nanotoxicologia podera dar um con-
tributo inestimavel relativamente a avaliacdo dos efeitos
nocivos dos NM e, em particular, os estudos de genotoxici-
dade poderao fornecer evidéncias quanto ao potencial de os
NM contribuirem para o desenvolvimento de doencas crénico-
degenerativas e genéticas e, em particular, de cancro. Contudo,
devido a complexidade associada as suas propriedades fisico-
quimicas Unicas, a caracterizacdo da genotoxicidade destes
materiais e a comparacao dos resultados de diversos estu-
dos constitui um desafio para cientistas e reguladores. Em
resposta a esse desafio, a construcdo de repositérios de NM
de referéncia e a sua partilha entre a comunidade cienti-
fica afigura-se como essencial para possibilitar a comparacao
interlaboratorial dos efeitos observados para um mesmo NM
ou para uma classe de NM. Para além disso, a complexi-
dade inerente a nanotoxicologia tem vindo a ser ultrapassada
através de uma abordagem alargada e multidisciplinar,
envolvendo a integracdo de resultados de toxicocinética e
toxicodindmica com os da caracterizagdo exaustiva das pro-
priedades fisico-quimicas dos NM e do seu comportamento
dindmico em meios bioldgicos. Dessa integracdo tém vindo
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a surgir conhecimentos sobre as intera¢des dos NM com os
sistemas biolégicos e os mecanismos de ac¢do subjacentes
aos efeitos observados, ao nivel tecidular, celular e molecular,
contribuindo para um reforco da evidéncia cientifica sobre a
potencial toxicidade dos NM. Deste modo, poderao ser preen-
chidas as lacunas de conhecimento acerca da toxicidade dos
NM e ser estabelecida uma evidéncia alicercada numa base de
conhecimento cientifico sélido, em consonéncia com a visdo
de uma toxicologia do século xx1°'. Esta plataforma de evi-
déncia permitird abordar o segundo desafio que surge para
a saude publica: efetuar uma avaliacdo de risco ao longo do
ciclo de vida dos NM, desde a sua sintese e producio até a sua
eliminacdo, com a ponderacao dos riscos colocados a todos
os intervenientes em contexto ocupacional, ambiental ou de
consumidor/utilizador.

Por sua vez, a lideranca e a coordenacao das acdes de
andlise de risco deve ser centralizada, quer ao nivel nacio-
nal, quer europeu, envolvendo todas as partes interessadas,
nomeadamente, a industria, as associagoes empresariais, os
investigadores, as autoridades de saude, os consumidores e
os reguladores. Tal andlise pressupde o registo dos produ-
tos e produtores de NM e, bem assim, a determinacdo das
exposicoes reais a que o ser humano pode estar sujeito, pro-
curando estabelecer niveis de exposicdo aceitiveis para a
preservagdo da saiide humana e do ambiente. Preconiza-se
a implementacdo de algumas medidas de base, com vista a
contribuir para a avaliagdo de risco, tais como: 1) organizar
um registo nacional de todas as unidades industriais produto-
ras e utilizadoras de NM; 2) implementar um registo nacional
de produtos de consumo humano contendo NM; 3) efetuar
o registo de trabalhadores potencialmente expostos a NM na
realizacdo das suas tarefas e, logo que possivel, fazer uma esti-
mativa da sua exposicdo; 4) envolver a industria para fornecer
informacdo sobre as abordagens utilizadas para avaliacdo dos
riscos de exposicdo aguda (acidental) e planos de contingén-
cia em caso de acidente, bem como os riscos de exposicao
crénica (baixas doses), incluindo medidas preventivas; 5) esta-
belecer uma base de dados de casos clinicos associados a
efeitos nefastos de exposi¢do a nanomateriais; e 6) monito-
rizar eventuais efeitos a longo prazo associados a exposicdo
crénica a NM.

Finalmente, importa partilhar o conhecimento através da
construcdo de bases de dados partilhadas e de repositérios
de informacao sobre as metodologias de avaliacdo de risco,
resultados de investigacdo e medidas de vigilancia e estimular
a sua disseminacdo no meio cientifico e na sociedade®?.

Contudo, o conhecimento atual ainda ndo é suficiente-
mente sélido para permitir uma regulagdo da producdo e
aplicacdo das variadas classes de nanomateriais totalmente
baseada na evidéncia cientifica. Neste caso, a ado¢do do prin-
cipio da precauc¢do pode ajudar em simultaneo a inovacdo
e a ciéncia. Como foi anteriormente referido, este princi-
pio preconiza a necessidade de agir perante uma situacdo
de incerteza de perigo potencialmente grave ou irreversivel
para a saude ou para o ambiente, com o objetivo de o redu-
zir antes de se vir a provar cabalmente que ele existe de
facto, tendo em conta os custos e beneficios da agdo e da
inagdo. Este principio inclui elementos como: 1) investigacdo
e monitorizacdo para detecao precoce dos perigos associados
aos NM,; 2) reducdo geral da carga ambiental; 3) promocéo de

uma producio de NM ecolégica e inovadora; e 4) principio da
proporcionalidade, onde os custos das a¢des para prevenir os
perigos nao deverao ser desproporcionados relativamente aos
seus provaveis beneficios. Embora por vezes se tema que uma
abordagem precauciondria possa asfixiar a inovacao, ela pode,
na realidade, proporcionar oportunidades de compreenséo de
sistemas complexos emergentes, tendo em conta as necessi-
dades humanas, com menores custos para a saide e para o
ambiente. Assim, acomodar a avaliacdo de risco no processo
de inovacgdo tecnolégica podera ajudar a ultrapassar a relacdo
controversa entre inovacao e regulacao.

Um outro desafio prende-se com o desenvolvimento de
metodologias inovadoras, em especial abordagens de elevado
rendimento, forte poder preditivo e custo controlado que
possibilitem antecipar o risco associado a colocagdo no mer-
cado de novos NM que vao sendo desenvolvidos. Significa
isto que é necessario implementar métodos de avaliagdo de
uma eventual toxicidade numa fase precoce do desenvolvi-
mento do NM, antes de entrar na fase de producao industrial,
para evitar grandes perdas econdémicas decorrentes de uma
descoberta tardia de toxicidade e poder dirigir a sintese no
sentido de obter moléculas mais seguras. De facto, consi-
derando o elevado potencial de aplicagdes dos NM, devera
recorrer-se aos dados da nanotoxicologia, no sentido de dirigir
a sintese de nanomateriais manufaturados que sejam safe-
by-design, isto é, eliminando as caracteristicas responsaveis
pela sua toxicidade e possibilitando o progresso tecnolégico
e «societal» que a aplicacdo dos novos nanomateriais prenun-
cia.

Na &rea da saude publica, a evidéncia cientifica ndo é em
si mesma suficiente — é necessédrio também atuar atempa-
damente e tomar decisoes regulamentares relativamente os
NM que permitam uma governang¢a de risco mais adapta-
tiva e eficaz. Ndo apenas a avaliacdo de risco, mas também
a gestao do risco e a comunicac¢ao do risco, deverao ser refor-
muladas perante estes novos materiais. £ essencial também a
partilha de informacéo fidedigna entre todas as partes envol-
vidas para uma acgdo politica efetiva e também a participacio
ativa de todos, incluindo dos cidadaos atentos e informados,
nas tomadas de decisdo. Acima de tudo, a saude publica tera
de assegurar a interligacdo e o equilibrio entre a evolucdo
tecnoldgica e a garantia da seguranca dos nanomateriais e
das nanotecnologias, por forma a que possamos beneficiar
da inovacdo assegurando a protecdo do ambiente e da saude
humana.
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