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RESUMO

Arelacédo entre a metrologia, a nanotecnologia e a nanociéncia e a regulacéo sanita-
ria é discutida sob o ponto de vista da sua importancia e da inter-relacao entre os temas
para o desenvolvimento de produtos e servicos envolvendo a nanotecnologia. A discussao
envolve as principais técnicas de medicdo de propriedades dimensionais, quimicas e
bioldgicas de materiais, além de apresentar alguns dos desafios para o futuro. Questdes
como os processos de normatizacao e regulamentacao na Europa, nos EUA e no Brasil
também sao abordadas, fornecendo uma visao geral sobre como esses processos estao
relacionados com a regulacéo sanitaria.

PALAVRAS-CHAVE: Nanotecnologia; Metrologia; Nanobiotecnologia; Regulacao sanitaria

ABSTRACT

The relationship between metrology, nanotechnology and nanoscience and sanitary
regulation is discussed from the point of view of its importance and the interrelationship
between the themes for the development of products and services involving nanotech-
nology. The discussion involves the main techniques for measuring dimensional, chemi-
cal and biological properties of materials, and presents some of the challenges for the
future. Issues such as processes of standardization and regulation in Europe, U.S. and
Brazil are also addressed, providing an overview of how these processes are related to
sanitary regulation.
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Introducao

Metrologia

A metrologia é a ciéncia que abrange todos os conceitos te-
oricos e praticos envolvidos em uma medicao que, quando apli-
cados, sao capazes de fornecer resultados com maior exatidao e
confiabilidade metrologica. Em qualquer area na qual uma deci-
sdo é tomada a partir de um resultado de medicdo é primordial
toda atencdo para os conceitos metroldgicos envolvidos. Par-
ticularmente, sempre que possivel, é desejavel que a medida
realizada possa ser rastreavel ao Sl (Sistema Internacional).

A credibilidade de dados analiticos nunca chamou tanto a
atencao da sociedade quanto nos dias de hoje. De acordo com
os requisitos da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025 ', para que um
resultado de medic&o seja confiavel, o mesmo deve apresentar
evidéncias quanto a sua rastreabilidade e também ter com-
provada a sua confiabilidade metrolédgica. Essas evidéncias se
estabelecem como propriedades importantes para a avaliacao
da qualidade de uma medicao.

Um principio fundamental para a qualidade e confiabilida-
de dos resultados € a sua comparabilidade entre laboratorios
sobre uma base internacional. Para serem comparaveis, os re-
sultados analiticos devem ser apresentados com uma declara-
cdo da sua incerteza de medicdo e devem ser rastreaveis a re-
feréncias primarias comuns. Na area industrial a confiabilidade
metroldgica de um resultado de medicado é a base para gerar
produtos e servicos de melhor qualidade. Essa caracteristica
influencia diretamente nas decisoes das transacoes comerciais
nacionais e internacionais, contribuindo, muitas vezes, para a
superacdo de barreiras técnicas.

Nanotecnologia

0 termo nanotecnologia refere-se a aplicacdo de conhe-
cimento cientifico para manipular e controlar a matéria na
escala atdmica, molecular ou macromolecular e que, em ao
menos uma dimensao, esteja na faixa entre 1 e 100 nm e resul-
te em estruturas, dispositivos ou sistemas que possuam novas
propriedades e fungdes devido ao seu tamanho 2. A minima
definicdo ? internacionalmente aceita para nanomaterial é de
um corpo que tem, ao menos, uma de suas dimensoes entre 1
e 100 nm (ver Fig. 1). Essa definicao é adotada pela FDA* (Food
and Drug Administration), mas a Comunidade Europeia® adota
uma definicao mais detalhada:

“Nanomaterial” designa um material natural, incidental
ou fabricado, que contém particulas num estado desagrega-
do ou na forma de um agregado ou de um aglomerado, e em
cuja distribuicdo nimero-tamanho 50% ou mais das particulas
tém uma ou mais dimensdes externas na gama de tamanhos
compreendidos entre 1 nm e 100 nm. Em casos especificos e
sempre que tal se justifique devido a preocupagdes ambientais
e ligadas a salde, seguranca e competitividade, o limiar da
distribuicdo nimero-tamanho de 50% pode ser substituido por
um limiar compreendido entre 1% e 50%. Especificamente para
fulerenos, flocos de grafeno e os nanotubos de carbono de pa-

Nanometrologia

rede simples com uma ou mais dimensdes externas inferiores a
1 nm deve ser considerada como nanomateriais.

Norio Taniguchi foi o primeiro a utilizar o termo nanotec-
nologia ao descrever as tecnologias envolvidas com a constru-
¢ao de produtos na escala nanométrica desenvolvendo os con-
ceitos de Richard P. Feynman apresentados em 1959, em uma
palestra para a Sociedade Americana de Fisica. Nas décadas
seguintes sucederam-se impressionantes avancos das tecno-
logias de manufatura e miniaturizacao, gerando uma ampla
diversidade de produtos com dimensoes e propriedades nessa
escala. Apenas para ilustrar, na area de liberacdo controlada
de drogas, o mercado global atingiu em 2012 US$ 22,5 bilhdes,
estimando-se USS 43,3 bilhdes em 2017 6.

Considerando a nanotecnologia como uma tecnologia porta-
dora do futuro e o desafio que seu desenvolvimento representa,
o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao instituiu pela Por-
taria n° 245, de 5 de abril de 2012, regulamentada pela Instru-
cao Normativa n° 2, de 15 de junho de 2012, a rede SisNANO,
que configura um sistema multiusuario de laboratérios direcio-
nados ao apoio da pesquisa, desenvolvimento e inovacao (P,D&l)
em nanociéncias e nanotecnologias, e visa estruturar e ampliar
0 acesso de pesquisadores e empresas a infraestrutura labora-
torial, estimulando a P,D&I em nanociéncias e nanotecnologias.

Figura 1: (A) Imagem topografica de nanoparticulas de ouro
obtidas por microscopia de forca atomica revelando o tama-
nho e distribuicao das NPs (cortesia Dra. Giselle Nogueira
Fontes). (B) Micrografia obtida pelo microscopio eletronico
de transmissao de alta resolucao revelando a morfologia e ta-
manho de uma NP de ouro. (C) Micrografia de nanoparticulas
de silica obtida pelo miscroscopio eletronico de varredura.
(D) Micrografia de nanotubos de carbono obtida por microsco-
pia eletrénica de transmissao.
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No entanto, da mesma forma que produtos e processos
convencionais passam a ganhar qualidade e comparabilidade
por meio da metrologia, a nanotecnologia também necessita
desses meios para se tornar competitiva e confiavel. E dessa
necessidade entao que nasce a nanometrologia.

Nanometrologia

A nanometrologia aborda medicoes de espécies ou eventos
em escala nanométrica, tais como dimensoes nessa escala ou
interacdes entre moléculas ou biomoléculas. O grande desafio
dessa nova ciéncia é o desenvolvimento e a criagdo de novas
técnicas de medicdo capazes de fornecer resultados com alta
exatidao, necessarios para atender as necessidades da indus-
tria que trabalha com nanotecnologia.

Nesse contexto, o Brasil é considerado como um dos escas-
sos paises a investir em nanometrologia, ja que em 2008 foi
instituido o Centro de Nanometrologia no Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro).

A Coordenacao Europeia de Nanometrologia (Co-Nanomet)
subdivide a nanometrologia em diversas areas de atuacao de
acordo com suas especificidades 7: dimensional, quimica, bio-
logica, mecanica, elétrica, filmes finos, materiais nanoestrutu-
rados e modelagem e simulacao.

Dimensional

A nanometrologia dimensional lida diretamente com medi-
das de propriedades dimensionais de materiais em nanoesca-
la. Diversas aplicacoes em nanotecnologia requerem um fino
controle dimensional em seus processos de manufatura. Dessa
forma, técnicas de medicdo capazes de fornecer valores con-
fiaveis para propriedades dimensionais de nanomateriais sao
cada vez mais necessarias.

As técnicas mais utilizadas atualmente para a caracteriza-
cao dimensional em nanoescala sdo a interferometria dtica, a
microscopia de forca atémica (AFM) e a microscopia eletronica.

0 microscépio de forca atomica é considerado por muitos
o instrumento mais adequado em longo prazo para medicoes
para a nanotecnologia. Esse equipamento faz uso de uma pon-
teira montada numa haste flexivel que varre a superficie a ser
analisada e reage as forcas de interacao entre os atomos da
ponteira e da superficie, revelando assim a topografia desta,
além de outras propriedades de superficie. O AFM é capaz
de fornecer resolucao vertical na escala atémica, enquanto
a sua resolucao lateral é tipicamente limitada pelo tamanho
da ponteira em alguns nanémetros. Esse equipamento abriu
uma janela para o mundo em nanoescala, sendo aplicado na
geracao de imagens, na metrologia e para a manipulacao de
superficies. Institutos de metrologia em diversos paises de-
senvolvem uma versdao metrologica do AFM que, acoplada a
interferbmetros Oticos, abre caminho para a rastreabilidade
das medidas diretamente a definicdo do metro pelo Sistema
Internacional de Unidades (SI). Esses sistemas podem fornecer
medidas no eixo z com incertezas nas escalas nanométrica e
subnanométrica. No entanto, ha muito ainda por fazer, como

o®

por exemplo a ampliacdo das escalas de medida lateral para
alguns milimetros, permitindo a medicdo de grandes objetos
com exatidao na escala subnanométrica, o desenvolvimento
de sensores com maior estabilidade e menor ruido e o correto
tratamento da forcas interatdmicas entre materiais com di-
ferentes interacdes 7. Ha também grupos usando o AFM em
conjunto com outras técnicas de medicdo dimensional, como
as maquinas de medicdo por coordenadas 8. Métodos para a
determinacao do formato correto da ponteira por meio de al-
goritmos também sao objeto de alguns estudos °.

A interferometria o6tica € a principal ferramenta utilizada
para medicao de pequenas diferencas de altura em Institutos Na-
cionais de Metrologia e na indistria, uma vez que geralmente
se pode trabalhar numa ampla faixa, que vai de metros a nano-
metros, e oferece uma rota direta a rastreabilidade por meio da
frequéncia do laser. A interferometria baseia-se na superposicao
de ondas eletromagnéticas, que, seguindo caminhos oticos dife-
rentes, interagem construtiva ou destrutivamente, evidenciando
a informacao sobre a distancia percorrida. Os sistemas interfero-
métricos atualmente atingem resolucéo na faixa subnanométrica
78 e podem ser de dois tipos: homodinos (Unico comprimento de
onda é utilizado) ou heterddinos (com modulacdo em um dos fei-
xes, geralmente por um desvio de frequéncia), sendo que nesse
Ultimo caso é possivel um aumento consideravel da resolucao
atingida e da razao sinal-ruido. No entanto a interferometria oti-
ca sofre de problemas de nao linearidade nas faixas nanométrica
e subnanométrica, levando a erros nas medidas, que podem ser,
até certo ponto, contornados artificialmente por meio de algo-
ritmos %. Ainda assim, a geracdo atual de interferdmetros oticos
chegou ao seu limite de desempenho no que diz respeito a me-
trologia em nanoescala. Entretanto, novos esforcos tém sido pos-
tos em pratica para melhorar ainda mais a interferometria o6tica
dentro dos institutos de metrologia 72.

Outra técnica que deve ser mencionada é a microscopia
eletronica. A microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma
técnica razoavelmente bem estabelecida e que possui grande
versatilidade no que diz respeito a profundidade de escala. Isso
significa que um ponto bastante especifico da amostra observa-
da pode ser investigado, partindo-se de uma magnificacao pe-
quena até uma relativamente grande, ao contrario do AFM, que
permite uma faixa de varredura de apenas centenas de micré-
metros. No MEV, o feixe eletronico ao qual se submete a amos-
tra varre a superficie desta enquanto a imagem ¢é formada pela
deteccdo dos elétrons secundarios emitidos em resposta. No
entanto, a microscopia eletronica abrange também a técnica de
transmissdo, que pode chegar a resolucdes superiores, em niveis
de alguns sub-angstrons. Nela, o feixe eletrGnico atravessa a
amostra, que precisa de preparacao para estar suficientemente
fina, e a imagem é registrada pelo sinal que é transmitido. En-
tretanto, as técnicas de microscopia eletrnica permitem me-
didas dimensionais apenas no plano x-y (medidas 2D) e devem
operar sempre em ambiente de vacuo. Microscopios eletronicos
tém sido utilizados largamente na industria de semicondutores
como instrumento para controle dimensional em nanoescala.
Nos institutos de metrologia esses equipamentos podem ser uti-
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lizados para calibracdo de artefatos de transferéncia ou para
medidas de tamanho de nanoparticulas de referéncia.

A Tabela 1 resume as principais informacdes a respeito das
técnicas citadas. Além dessas técnicas, muitas outras também
sao desenvolvidas dentro da area de nanometrologia dimensio-
nal, como a interferometria por raios x, microscopia confocal,
difratometria e elipsometria, entre outras.

De forma geral, pode-se dizer que os principais avangos nes-
sa area caminham no sentido de se estabelecerem instrumentos
com maiores resolucoes e maior exatidao em diferentes escalas,
geometrias e materiais. No caso do AFM, busca-se um melhor
conhecimento da interacao entre a sonda/sensor e a amostra
em nanoescala. Por fim, é extremamente importante que os re-
sultados desses avancos levem a servicos e solucoes de calibra-
cao para medicdes em nanoescala, e que haja a possibilidade de
se assegurar a rastreabilidade e a estabilidade de medidas por
meio de padroes e procedimentos bem estabelecidos.

Quimica

A nanometrologia quimica compreende medidas de compo-
sicdo de espécies quimicas, estados quimicos ou propriedades
estruturais de materiais em nanoescala. As técnicas envolvidas
nesse tipo de analise sao diversas e apresentam informacées com-
plementares entre si com relacdo a caracterizagdo quimica dos
materiais. Dentre as ferramentas comumente utilizadas podem
ser citadas diversas técnicas espectroscopicas, como a espectros-
copia de fotoelétrons excitados por raios x (XPS), a espetroscopia
de elétrons Auger (AES), a espectroscopia de massa de ions secun-
darios (SIMS), a espectroscopia de perda de energia de elétrons
(EELS) e a espectroscopia de energia dispersiva de raios x (EDS),
esta Ultima normalmente acoplada a um microscopio eletronico ™.

A técnica de XPS é usada para a determinacdo quantitativa
da concentracdo e do ambiente de espécies quimicas presen-
tes na superficie dos materiais. Essa € uma técnica que pode
ser usada para a caracterizacdo de nanoparticulas. O Comité
Consultivo para a Quantidade de Matéria (CCQM) recentemen-
te desenvolveu um projeto para rastrear medidas de espessura
de filmes ultrafinos de 6xido de silicio sobre silicio .

Nanometrologia

A espectroscopia Auger, ou AES, é usada para a identifica-
¢ao da composicao quimica de superficie de nanoestruturas
até 10 nm. Suas aplicacées comuns passam pela determina-
cao da estequiometria em semicondutores (incluindo quantum
dots) e pela identificacdo de contaminantes quimicos em dis-
positivos eletronicos.

A espectroscopia de massa de ions secundarios é mais uma
técnica para determinacao da composicao quimica de superfi-
cie de materiais. Nesse tipo de ferramenta, o bombardeio de
ions com alta energia causa o arrancamento de material que
é capturado e analisado por espectroscopia de massa, forne-
cendo resultados com alta sensibilidade. Essa técnica é ampla-
mente usada pela industria de dispositivos eletronicos e tam-
bém pela comunidade geoldgica para identificacdo elementar.

A técnica de EDS é usada acoplada com a microscopia ele-
tronica, sendo capaz de identificar e quantificar elementos pela
deteccao da energia dos raios x emitidos pelos diferentes mate-
riais quando estes sdo bombardeados pelo feixe de elétrons. Ja
a espectroscopia de perda de energia de elétrons, ou EELS, esta
acoplada usualmente a microscopia eletronica de transmissao e
mede a quantidade de energia que os elétrons perdem ao atra-
vessarem a amostra. Essa diferenca de energia esta relacionada
diretamente com as espécies quimicas presentes na amostra.
Além disso, informacdes a respeito do ambiente quimico - tipo
de ligacao quimica presente - também podem ser extraidas.

ATabela 2 consolida as informagdes das principais técnicas
descritas ®1°. Outras técnicas que podem ser citadas sao as que
envolvem espectroscopias Oticas, tais como a espectroscopia
de infravermelho (FTIR) e a espectroscopia Raman. A técnica
de FTIR identifica tipos de ligagbes (ou grupos funcionais) em
solidos, liquidos e gases e pode ser utilizada em filmes finos
com espessuras da ordem de dezenas de nanémetros. A es-
pectroscopia Raman é uma técnica complementar ao FTIR e
muito sensivel para a caracterizacdo de nanoestruturas a base
de carbono (como nanofitas, nanotubos e grafenos), o que a
torna uma ferramenta indispensavel para o desenvolvimento
da metrologia desse tipo de nanoestruturas.

Os aspectos metrologicos de parte da area de nanometro-
logia quimica tém sido desenvolvidos dentro do VAMAS (Ver-

Tabela 1. Resumo das principais técnicas envolvidas na nanometrologia dimensional.

Técnica Finalidade / Aplicacao

Caracteristicas Limitacoes

Microscopia de forca
atomica (AFM)

Metrologia dimensional, medicao
de propriedades mecanicas (forca,
tribologia), manipulagao de superficies

Resolucao vertical na escala atdomica  Medidas de objetos de pequena escala,
e lateral na escala nanométrica

interferéncia da forma da ponteira

Interferometria 6tica  Metrologia dimensional, calibracdo de  Principal ferramenta para medidas de  Problemas de nao linearidade nas faixas

blocos padrao

Microscopia
eletronica de
varredura (MEV)

Metrologia dimensional, analises

nanolitografia / nanofabricacao quando
acoplado ao feixe focalizado de ions
Microscopia
eletronica de
transmissao (MET)

Metrologia dimensional, analises
quimicas e estruturais

diferenca de alturas com ampla faixa
de trabalho (1 a 10° m)
Resolucao na escala de nanémetros
quimicas, estruturais e de topografiae e imagens com grande profundidade

nanomeétrica e subnanométrica

Medidas no plano x-y (2D), necessidade
de ambiente de vacuo
de foco

Resolugao na escala de sub-angstrom  Medidas no plano x-y (2D), necessidade

de ambiente de vacuo e cuidadoso
preparo da amostra
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Tabela 2. Resumo das principais técnicas envolvidas na nanometrologia quimica.

Técnica

Finalidade / Aplicacéao

Caracteristicas

Limitacoes

Espectroscopia de
fotoelétrons excitados
por raios x (XPS)

Espectroscopia de
elétrons Auger (AES)

Espectroscopia

de massa de ions
secundarios (SIMS)
Espectroscopia de
energia dispersiva de
raios x (EDS)
Espectroscopia de
perda de energia de

Analise quantitativa da concentracéo
e ambiente das espécies quimicas
presentes na superficie

Analise quantitativa da concentracao
das espécies quimicas presentes na
superficie
Medidas de impurezas elementares
em materiais

Andlise quantitativa da concentracao
de espécies quimicas presentes na
superficie
Analise elementar e ambiente das
espécies quimicas

Excelente determinacao de ambientes
quimicos, larga aplicabilidade a diversos
tipos de materiais

Excelente resolucao lateral (ordem de
dezenas de nanémetros)

Deteccao de tracos de impurezas
elementares (ppm a sub-ppb)

Medidas multielementares rapidas,
geralmente acopladas a técnicas de
microscopia eletronica

Excelente resolucao lateral (ordem de
1 nm) e determinacao do ambiente

Resolucao lateral geralmente limitada
(ordem de dezenas de micron)

Carregamento das amostras analisadas
e possivel dano as mesmas devido ao
feixe de elétrons
Auséncia de informagdes quimicas ou
moleculares devido ao processo de
bombardeio idnico

Resolucao limitada entre picos e razéo
sinal-ruido relativamente baixa

Normalmente acoplada a um TEM ou
STEM, cuidadoso preparo da amostra

elétrons (EELS)

quimico

sailles Project on Advanced Materials and Standards) e até
mesmo do BIPM (Bureau Internacional de Pesos e Medidas), por
meio de grupos do Comité Consultivo para a Quantidade de
Matéria (CCQM). No entanto, ainda ha uma grande caréncia
no que diz respeito ao desenvolvimento de materiais de re-
feréncia certificados, capazes de fornecer rastreabilidade as
medicoes realizadas, utilizando-se as técnicas citadas. Além
disso, o aprimoramento de métodos para ampliar a resolucao
lateral das analises quimicas, bem como a sua sensibilidade,
ainda é um fator importante.

Os diversos processos de fabricacao de nanomateriais que
tém surgido atualmente requerem o apoio da metrologia no
que se refere a caracterizacdo quimica. Por exemplo, ha ne-
cessidade de haver um melhor entendimento dos primeiros
passos da nucleacao durante a fabricacdo desses nanomate-
riais, ou de como aperfeicoar a funcionalizacao de nanomate-
riais e o desenvolvimento de nanoparticulas para os campos da
bioanalise, biologia e medicina.

Biologica

A nanobiometrologia é uma ciéncia emergente que visa a
compreensédo de fenémenos, o desenvolvimento de medicées e
a aquisicdo de dados que promovem a caracterizacao bioldgica
(quantitativamente) na escala nanométrica, contribuindo as-
sim para a comparabilidade e reprodutibilidade internacional
das medicdes '%'3141516.17  Mundialmente, a nanobiotecnologia
- que inclui o uso da nanotecnologia para entender e desen-
volver a ciéncia biotecnologica, farmacéutica e médica - tem
focado o seu desenvolvimento nas areas da nanomedicina e da
medicina personalizada, em dispositivos médicos e implantes e
também em nanobiomateriais engenheirados. Em salde, a na-
notecnologia visa contribuir com o diagnostico, monitoramen-
to, tratamento e cura de doencas. Diversas novas industrias
surgem, e antigas crescem, acompanhando essa grande area
de conhecimento e tecnologia, produzindo novos dispositivos,
instrumentacdo, farmacos e servicos. Um exemplo recente do
poder da nanobiotecnologia foi o desenvolvimento da termo-

metria em nanoescala em células vivas, obtendo-se o gradien-
te de temperatura e mapeamento no nivel subcelular através
da introducdo de nanodiamantes e nanoparticulas de ouro em
fibroblastos embrionarios humanos . Essa metodologia possi-
bilita assim aplicagdes Unicas em ciéncias da vida.

A nanometrologia bioldgica é, portanto, uma ciéncia trans-
versal aplicada as diversas areas das ciéncias da salude e da
vida que sustenta o controle responsavel da evolucdo das na-
notecnologias e nanociéncias, tendo em conta aspectos relati-
vos de ética, saude publica, seguranca ocupacional, mas tam-
bém protecdo ambiental '2'31415.16, Essa ciéncia esta ganhando
cada vez mais importancia na sociedade, uma vez que alguns
produtos, tais como sensores de glicose, ja estao sendo comer-
cializados, e produtos para terapia do cancer " e de multipla
resisténcia a drogas® estdo em desenvolvimento. Contudo, a
metrologia na area da biologia ainda é muito incipiente, re-
querendo esforcos interdisciplinares para o seu desenvolvi-
mento, bem como o de novas ferramentas de metrologia.

Institutos de metrologia de diversos paises estdao enga-
jados em atividades de metrologia na area da bionanome-
trologia. Na Europa, o Co-Nanomet publicou um relatério no
qual estabelece as prioridades e as estratégias futuras, com
foco nas seguintes areas: (a) caracterizacao das proprieda-
des quimicas, estruturais e mecanicas de bionanoestruturas e
bio-superficies resultantes da bionanoengenharia, (b) quanti-
ficacao, distribuicao, estrutura e atividades de materiais bio-
logicos, e (c) quantificacdo e distribuicdo de nanoparticulas
em sistemas bioldgicos 7.

A caracterizacao de estruturas em nanoescala sem alterar
as propriedades iniciais da amostra é de extrema importan-
cia para o desenvolvimento da nanotecnologia 2?2, Diversas
técnicas tém sido desenvolvidas visando elevar a exatidao das
analises de estruturas bioldgicas, tais como acidos nucléicos,
proteinas, células e micro-organismos '%1516,18,19,2022,23,24,25,26
. Técnicas como a transferéncia relativa de energia de fluo-
rescéncia (FRET), ressondncia plasmonica, microbalanca de
quartzo, espetroscopia de infravermelho e Raman, entre ou-
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tras, tém sido bastante utilizadas na medida em que permitem
analises em ambientes bioldgicos 216:22.27.28,

A nanobiometrologia tem sido aplicada em medicoes exa-
tas das propriedades quimicas, estruturais e mecanicas dos
biomateriais nanoestruturados, além de ajudar na compre-
ensao da estrutura, quantificacdo, distribuicao e atividade
de biomoléculas para uma ampla gama de aplicagbes indus-
triais incluindo sensores, implantes e medicina regenerativa
12,15,16,19.20.23.24 Embora o desenvolvimento das nanociéncias e
nanotecnologias tenha numerosas aplicacdes benéficas para a
nossa sociedade, o possivel impacto no ambiente e na salde
humana ainda é pouco conhecido 2*3%3!, Atualmente é produ-
zida uma grande diversidade de nanoparticulas (NPs) que sao
incorporadas nos mais variados produtos, com aplicacées em
areas distintas, tais como o meio ambiente, a eletronica, in-
formatica, a indGstria biomédica, farmacéutica e cosmética,
etc 223031, Como resultado, a maioria dos seres humanos € ex-
posta diariamente a concentracdes elevadas de particulas que
podem ser nocivas para a salde humana. Quando as nanoparti-
culas alcancam as células, estas podem ser internalizadas atra-
vés da membrana celular por processos como a endocitose (ou
por outros processos que envolvem lipideos especializados),
gerando espécies reativas de oxigénio que suscitam o estresse
oxidativo de algumas organelas celulares e causam uma grave
disfuncao celular '»'¢2%3, Importante destacar que manifes-
tacbes agudas decorrentes de exposicao a nanoparticulas nao
sdo comuns. Contudo, ndo € bem conhecido o efeito cronico
da exposicao as NPs e a eventual sinergia entre a NP e fato-
res ambientais, como exposicdo a radiacao UV %2, fumaca do
cigarro, entre outros. Ainda, muito se discute na comunidade
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cientifica se técnicas tradicionais da toxicologia sdo também
validas para esse novo campo.

Apesar dos indicios sobre potenciais efeitos adversos no
organismo, a legislacdo especifica que regulamenta os testes
a que devem ser sujeitas essas nanoparticulas é inexistente.
Urge portanto a necessidade de proceder a investigacoes sobre
os potenciais efeitos nefastos das nanoparticulas para o orga-
nismo, e é nesse contexto que atualmente a nanobiometrolo-
gia tem tido recentemente um papel fundamental. Diferentes
técnicas de caracterizacdo avancada tém sido aplicadas de
modo a efetuar a caracterizacao, quantificacao e distribuicao
de nanoparticulas em sistemas bioldgicos (ver Fig. 2A). Contu-
do, a inexisténcia de uma Unica técnica que permita avaliar
em tempo real a internalizacdo de nanoparticulas e a sua loca-
lizagao é uma limitacdo na area '2162%:%,

Diversos eventos ocorrem com as nanoparticulas quando
essas interagem com o sistema bioldgico. Frequentemente
ocorre aglomeracao (ver Fig. 2B) como resultado das carac-
teristicas fisico-quimicas da superficie das NPs e sua grande
afinidade por biomoléculas. Esse fendomeno de aglomeracao
é resultado de diversos eventos de adsorcao e dessorcdo de
biomoléculas na superficie das NPs; contudo, a complexidade
ainda é mais elevada na medida em que essas ligacdes nao
sao estaticas no tempo. A natureza dos complexos proteina-NP
condiciona também o modo como estas interagem nos sistemas
bioldgicos, sendo muitas das vezes responsaveis por eventos de
toxicidade que envolvem danos no lisossoma celular e subse-
quente apoptose *.

Essa é uma das areas em que a nanobiometrologia tem atu-
almente um papel fundamental. A necessidade de métodos ras-

Figura 2: (A) Micrografia demonstrando a internalizacdo celular de nanoparticulas de ouro. (B) Agregacdo espontanea de
nanoparticulas de ouro.
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tredveis e precisos de quantificacdo, distribuicdo e avaliacdo
das nanoparticulas em sistemas biologicos esta em crescimen-
to exponencial, devido ao recente uso de NPs em aplicacoes
que envolvem a nanomedicina, tais como agentes de contraste
em equipamentos de imagem por ressonancia magnética (MRI)
e sistemas de carregamento e liberacao de drogas (farmacos e
vacinas) para melhorar a sua eficacia terapéutica *.

Nanometrologia e a regulagao sanitaria

Os mercados considerados emergentes para o desenvolvi-
mento da nanotecnologia sdo o farmacéutico, o eletrénico e
o de materiais. Devido ao seu rapido crescimento, iniciativas
de normalizacdo e de regulamentacao das nanotecnologias
ganham cada vez mais importancia no intuito de assegurar a
sociedade que o seu desenvolvimento seja seguro, responsavel
e sustentavel 7.

A avaliacao de risco de nanoparticulas para a saiude hu-
mana, que engloba seus possiveis efeitos patogénicos e a in-
ducdo a genotoxicidade, é uma preocupacao atual dos EUA,
Europa e atualmente da sociedade brasileira (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria - ANVISA). Apesar da grande quantidade
de estudos relacionados com nanoparticulas, o conhecimento
da sua interacdo com organismos vivos e possiveis efeitos na
salide humana ainda é escasso e a regulamentacao é inexisten-
te 343536,37,38,39.40 Atualmente ainda nao existem metodologias
confiaveis e regulamentacao que estabelecam a diferenca en-
tre as propriedades na macroescala e na nanoescala.

Quer na Europa, quer nos EUA, uma quantidade considera-
vel de projetos de investigacao e desenvolvimento centrados
na avaliacao dos potenciais riscos e perigos oriundos da expan-
sao e desenvolvimento da nanotecnologia foram financiados
pelos governos com o intuito de avaliar os potenciais riscos de
nanomateriais, bem como gerar regulamentacao e legislacao
especifica aplicada a produtos que contenham em sua compo-
sicdo substancias com dimensdes na nanoescala 343%3:3738,39,40,

Uma série de relatérios cientificos vem sendo publicada
desde 2000 sobre a seguranca no desenvolvimento das nano-
ciéncias e as nanotecnologias; contudo, todos destacam as
persistentes incertezas cientificas e lacunas no conhecimento
sobre impactos ambientais e na salde humana. Como exemplo
pode-se citar o relatorio de 2004 sobre as nanociéncias e as
nanotecnologias publicado pela Royal Society, Royal Academy
of Engineers e pelo NSCT americano (National Science and Te-
chnology Council), onde foram avaliados os efeitos nocivos dos
nanomateriais a salide e ao ambiente .

Nos EUA existem diversas entidades federais engajadas
em regulamentacao da nanotecnologia, nomeadamente o EPA
(United States Environmental Protection Agency), que foca a
sua pesquisa na area dos nanomateriais: (i) identifica as fon-
tes; (ii) destino; (iii) transporte; (iv) exposicao; (v) compreen-
sdo dos efeitos a saide humana e ao meio ambiente, de modo
a informar os riscos e os métodos de ensaio; (vi) desenvolvi-
mento de abordagens de avaliacao de risco; e (vii) prevencao
e mitigacao dos riscos *. AFDA (Food and Drug Administration)
é responsavel por proteger a salde pUblica através da regula-
cdo e supervisao da seguranca de alimentos, medicamentos,
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vacinas, biofarmacos, dispositivos médicos e também produ-
tos veterinarios 4. A organizacdo NIOSH (The National Insti-
tute for Occupational Safety and Health) realiza pesquisas e
faz recomendacGes para a prevencao de acidentes e doencas
ocupacionais, enquanto o National Institute of Health (NIH)
esta direcionado a area da saude, desenvolvendo métodos de
diagnosticos e produtos aplicados na terapéutica baseados em
nanotecnologia. Apesar de contar com um sistema de regu-
lamentacao nao centralizado, os Estados Unidos procuraram
criar uma estratégia coordenada, promovendo a criacdo da
National Nanotechnology Initiative (NNI). Lancada em 2000, a
NNI visa coordenar as 25 diferentes agéncias federais engaja-
das em nanotecnologias *. Esse sistema implementado nos EUA
é suficientemente agil para avaliar os novos riscos emergentes
da nanotecnologia. Por exemplo, em 2006 a EPA decidiu regu-
lamentar uma maquina de lavar roupa como um pesticida e
exigiu um registro adequado, pois esse equipamento continha
nanoparticulas de prata com o intuito de atuar como elemen-
tos antimicrobianos 3¢.

Contudo, para pré-analise de mercado e autorizagao, a
vigilancia pds-mercado, a rotulagem e os relatorios de even-
tos adversos variam consideravelmente e dependem exclusi-
vamente de caracteristicas e limitagcdes da autoridade legal
que cada agéncia possui. As agéncias de regulacdo também
reconheceram as lacunas nos conhecimentos e incertezas
cientificas quanto aos nanomateriais. A EPA, por exemplo,
identificou necessidades de investigacdao sobre a toxicologia
e ecotoxicologia de nanomateriais e recomenda maior cola-
boracdo com outras agéncias e de outras partes interessadas.
Para completar possiveis lacunas de conhecimento, a EPA in-
troduziu uma iniciativa voluntaria de informacao na area de
nanotecnologias para as empresas: convidou os produtores de
nanomateriais a produzirem um relatério de seguranca vo-
luntario com as informacdes relevantes. Uma revisao desse
programa publicado em 2009 sugeriu que as empresas se mos-
travam relutantes em participar no regime, levando a EPA a
concluir que a falta de conhecimento relativo a seguranca e
salde ambiental continuam a existir; como consequéncia, a
agéncia esta agora a analisar a possibilidade de desenvolver
um sistema de notificacdo obrigatoria .

O governo europeu enfrenta problemas semelhantes a
falta de conhecimentos e incertezas cientificas na area de
nanotecnologia, tal como ocorre nos EUA. Existem leis e a
regulamentacdo em vigor refere-se ao dominio dos produtos
quimicos, alimentos, cosméticos, medicamentos, etc. A Uniao
Europeia (UE) tem sido bastante proativa no desenvolvimento
de uma estratégia e incentivando a nanotecnologia. Com a pu-
blicacdo de seu primeiro documento estratégico em 2004 até
hoje, a Comissao Europeia tem sublinhado constantemente a
necessidade de “adequada e oportuna regulamentacao no do-
minio da saude publica, da protecao do consumidor e do meio
ambiente de modo a assegurar a confianca dos consumidores,
trabalhadores e investidores” 37:38:3%:40,

Iniciativas no dominio da seguranca voluntaria por parte
de pesquisadores e de empresas tém sido tomadas no dominio
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das nanociéncias e das nanotecnologias de modo a antecipar
potenciais impactos ambientais, de salde e em matéria de se-
guranca. Na Unidao Europeia, os nanomateriais sao regulados
pelo Regulation on Registration, Evaluation, Authorisation and
Restriction of Chemicals (REACH), pois se incluem na definicao
de substancia quimica. Segundo o REACH, com base no conhe-
cimento atual, os nanomateriais sdo considerados similares as
substancias quimicas (alguns podem ser toxicos e outros nao),
estando os seus riscos relacionados com o tipo de nanomaterial
e sua aplicacdo “2. As suas disposicdes contém extensas obriga-
coOes para os fabricantes, que sao obrigados a produzir e avaliar
os dados sobre os produtos quimicos e a seguranca da sua utili-
zacao e a fornecer aos reguladores essa informacao através de
relatorios. Ao mesmo tempo, os reguladores tém uma gama de
ferramentas a sua disposicdo para solicitar ensaios e informa-
coes adicionais, mas também poderao restringir a utilizacdo de
substancias quimicas que sao consideradas de alta preocupacao
®,_ 0 regulamento CLP-Regulation (certificacdo, rotulagem e
embalagem) obriga que substancias comercializadas, incluindo
nanomateriais, sejam notificadas a European Chemicals Agency
(ECHA) de acordo com classificacdo referente ao perigo “.

Perante a incerteza sobre riscos e regulamentacao dos
nanomateriais, a Comissao Europeia apresentou uma revisao
sistematica das leis e regulamentagdes existentes. Publicada
em 2008, a revisao conclui que “a legislacao abrange em gran-
de medida os riscos em relacdo aos nanomateriais”; contudo,
admitiu a inexisténcia de conhecimento em algumas areas,
de modo que “a legislacao podera ser alterada em funcao de
novas informacdes que venham a estar disponiveis”. Impulsio-
nadas por demandas politicas do Parlamento Europeu (PE), as
reformas recentes nas leis de cosméticos e alimentar inclu-
iram disposicoes que vao além das implementadas nos EUA,
particularmente no que diz respeito a rotulagem obrigatoéria e
pré-avaliacao de requisitos de seguranca de mercado 3738394,

Atualmente trés comités cientificos independentes forne-
cem a Comissdo Europeia os pareceres cientificos, as neces-
sidades no momento da preparacao das propostas relaciona-
das com a seguranca dos consumidores, da salde publica e
do ambiente. Os comités sdao o SCCP (Scientific Committee on
Consumer Products), o SCHER (Scientific Committee on Heal-
th and Environmental Risks) e o Comité SCENIHR (Scientific
Committee on Emerging and Newly-Identified Health Risks).
O cluster de Nanoseguranca é também uma iniciativa europeia
com o objetivo de maximizar as sinergias existentes entre os
Programas “Sixth e Seventh Framework Programme” (FP6 e
FP7) para todos os aspectos de nanoseguranca, incluindo ma-
teriais, risco, bancos de dados, modelagem, difusao, normali-
zacao e metrologia de nanotecnologias®.

Em 2013 uma nova legislacao que define as regras de se-
guranca para produtos cosméticos entrou em vigor na Unido
Europeia. O objetivo da nova lei é de informar os consumi-
dores sobre os constituintes em formulacoes de produtos de
cosmética. Especificamente neste documento, nanomaterial é
definido como um material intencionalmente manufaturado in-
sollvel na escala de 1 a 100 nm. Nesse contexto, diversos tipos
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de nanoestruturas (por exemplo lipossomas, nanoparticulas
lipidicas e nanoemulsdes) ja empregadas em produtos cosmé-
ticos comercializados nao se enquadram nessa definicao. No
caso de produtos cosméticos contendo nanomateriais insolu-
veis, o fabricante deve notificar a Comissao quanto a presenca
do nanomaterial no produto antes de comercializa-lo 3> ¥,

A UE e os EUA tomaram a lideranca na coordenacao inter-
nacional, trabalhando, principalmente, por meio da OCDE (Or-
ganisation for Economic Co-operation and Development) e a
ISO (International Organization for Standardization). A OCDE
é uma organizacdo intergovernamental tendo como objetivo
o estabelecimento de politicas de harmonizacdo, mediante a
identificacao e discussao de problemas comuns e de interesse
internacional. Em 2005 a OECD promoveu a cooperacgao interna-
cional para avaliar as potenciais implicacoes e a seguranca dos
nanomateriais manufaturados sobre a saide humana e o meio
ambiente. Em 2006 a OCDE decidiu criar um grupo de trabalho
com o objetivo de alertar sobre os aspectos relacionados com
a seguranca dos nanomateriais fabricados a fim de ajudar no
desenvolvimento de uma rigorosa avaliacao de seguranca de na-
nomateriais “*. Recentemente a OCDE publicou uma compila-
¢&o de todas as informagdes sobre os parametros determinantes
da avaliacao da nanosseguranca de nanomateriais fabricados .

As atividades de normalizacao iniciadas pela I1SO e pela
International Electrotechnical Commission (IEC) constituem as
principais acdes normativas na area da nanotecnologia. Além
da OCDE, a ISO tem assumido internacionalmente a lideranca
no desenvolvimento harmonizado de normas e terminologia.
O comité técnico sobre as nanotecnologias (TC 229) foi criado
em 2005 e publicou relatorios técnicos e normas internacionais
relacionadas com a terminologia e nomenclatura, metrologia
e instrumentacao, incluindo especificacées dos materiais de
referéncia; ensaios, modelagem e simulacgdes, ciéncia basica
para salde e seguranca; além de boas praticas de gestao am-
biental relacionadas ao uso de nanotecnologias 37:3%3%4, A [SO/
TR 12885:2008 concentra-se na fabricacao e utilizacao de na-
nomateriais engenheirados, abordando definigdes praticas em
salde e seguranca ocupacional aplicadas as nanotecnologias .

No Brasil, tal como na Europa e nos EUA, nao existem leis
e dispositivos com capacidade de prevenir e avaliar o efeito
dos avancos da nanotecnologia. As leis que normalmente sao
utilizadas para autorizar a comercializacao de um determina-
do produto nanotecnoldgico para a agricultura ndo diferem das
normas para os demais produtos. Em termos de definicoes, o
Grupo de Trabalho em Marco Regulatério propds a adocao da
definicao de nanotecnologia da ISO TC 229, assim como a defi-
nicdo de nanomaterial da ISO/TR 12885-2008 “.

Conforme atribuicoes estabelecidas para a Anvisa - Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria por meio da Lei n® 9782/1999,
é competéncia da agéncia normatizar, controlar e fiscalizar
produtos, substancias e servicos de interesse para a salde,
dentre os quais encontram-se os produtos para saude “. Vi-
sando a aprovacao desses produtos antes da sua colocacdo no
mercado de consumo (processo de registro do produto na An-
visa) e com o intuito da avaliacao dos requisitos de seguranca
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e eficacia desses produtos, conforme requisitos estabelecidos
na Resolucao Anvisa RDC n° 56/2001 e outras legislacoes espe-
cificas, sao solicitados, no momento do pedido do registro do
produto junto a Anvisa, os resultados de analises prévias ou os
seus certificados de avaliacao da conformidade #. Contudo, a
Anvisa ainda nédo definiu uma legislacdo especifica para a na-
notecnologia, seja para registro de nanomateriais, seja para
produtos finais contendo nanomateriais. Nao obstante, a Anvi-
sa tem aprovado produtos de base nanotecnologica, através de
avaliacao caso a caso.

Nos ultimos anos, o Brasil tem avangado no desenvolvi-
mento em Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo, com resultados
concretos na producéo cientifica, tecnoldgica e formacdo de
recursos humanos nas areas de nanotecnologia e nanociéncia.
A elaboracdo de normas adequadas é, portanto, crucial para
o desenvolvimento seguro e confiavel de produtos nanomanu-
faturados. Tal como aconteceu na Europa e nos EUA, no Brasil
esforcos deverado ser realizados de modo a elaborar normas
técnicas para estabelecer padrées de metrologia ligados a na-
notecnologia conjuntamente com a aposta na certificacao por
instituicoes de normalizacao®. A nanometrologia tem um papel
importante na regulacao de produtos derivados de nanotecno-
logias, uma vez que ndo ha uma técnica para a caracterizacao
da distribuicao de tamanho de nanomateriais nem no controle
das interferéncias de preparacao das amostras nas metodolo-
gias de analise. Existe a necessidade de aprimoramento e de-
senvolvimento de novas metodologias de medida com elevado
grau de exatidao (preferencialmente abaixo dos 10 nm), mas
também métodos de calibracao e validacao de instrumentos
(faixa inferior a 100 nm) devem ser utilizados rotineiramen-
te. Novos métodos de medidas, materiais de referéncia e boas
praticas deverao ser também desenvolvidos de modo a solucio-
nar a questao da falta de rastreabilidade do sistema interna-
cional de medidas '%13.1415.16,34,

Em termos gerais, embora haja um nimero significativo de
artigos cientificos analisando os efeitos toxicoldgicos de nano-
particulas, ha grande controvérsia quanto aos protocolos ade-
quados para a dispersao e preparo da amostra, bem como para
ensaios in vitro e in vivo que nao sejam enviesados em funcao
da reatividade das NPs. Testes toxicoldgicos padronizados estdo
disponiveis para se avaliar a resposta biolégica de uma subs-
tancia quimica; entretanto, a padronizacdo para a avaliacao da
toxicidade de nanoparticulas é inexistente. Até o momento os
estudos realizados sdo adaptacoes dos procedimentos padrao ja
existentes, utilizados com outras substancias.

Consideracdes Finais

A nanotecnologia é efetivamente uma tecnologia portado-
ra do futuro. Seu impacto na vida atual e futura da populacéo é
gigantesca nas mais diversas areas do conhecimento, com pro-
funda vinculag@o no setor produtivo. Em todo o mundo, inclu-
sive no Brasil, esta em construcdo a sua estrutura regulatoria.
Sera fundamental o desenvolvimento de protocolos adequados
para a preparacao e caracterizacao fisico-quimica e bioldgica
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das NPs, visando estabelecer a seguranca e eficacia desses no-
vos produtos.
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