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Impacto científico e social 
 

 

Esta pesquisa contribui para ampliar o conhecimento sobre os efeitos de contaminantes 

que podem prejudicar a saúde, especialmente o fígado. Ainda há informações que precisamos 

saber sobre o herbicida triclopir e sobre o composto D5, encontrado em produtos de cuidado 

pessoal. Por isso, gerar novos dados é importante para a prevenção, diagnóstico e tratamento 

de intoxicações. 

Assim, o impacto científico deste estudo está em entender melhor o que acontece dentro 

das células, como alterações na mitocôndria, morte celular e redução do crescimento. Além de 

comparar como diferentes tipos de modelos de laboratório utilizando a cultura de células (2D, 

3D e bioimpressão 3D) respondem a esses contaminantes. 

No âmbito social, este trabalho ajuda a entender melhor os riscos envolvidos à exposição 

humana e ambiental por produtos muito utilizados e ainda pouco regulados. Ao demonstrar 

potenciais danos celulares e indicar limites de segurança, a pesquisa pode apoiar a formulação 

de normas e políticas públicas para proteger a população. A investigação também destaca a 

importância de métodos alternativos ao uso de animais em pesquisa toxicológica, contribuindo 

para práticas científicas mais éticas. 

Quanto ao impacto econômico, os resultados podem ajudar na avaliação da segurança 

de produtos e matérias-primas, favorecendo a inovação responsável. De forma complementar, 

a criação de modelos 3D e bioimpressos pode contribuir para o desenvolvimento de testes 

toxicológicos mais eficientes e econômicos, reduzindo custos e acelerando a pesquisa nos 

setores químico, cosmético e farmacêutico. 

Esta pesquisa se alinha a diversos Objetivos de Desenvolvimento Sustentável da 

Agenda 2030 da ONU:  

- ODS 3 (Saúde e Bem-Estar) por auxiliar na prevenção de danos à saúde;  

- ODS 6 (Água Potável e Saneamento) e ODS 12 (Consumo e Produção Responsáveis) 

ao abordar contaminantes ambientais emergentes;  

- ODS 9 (Indústria, Inovação e Infraestrutura) no desenvolvimento e avaliação de 

modelos 3D e bioimpressão; 

- ODS 14 e 15 (Vida na Água e Vida Terrestre) ao fornecer conhecimento relevante 

para reduzir a liberação de substâncias tóxicas em ecossistemas.  

Espera-se que os resultados desta dissertação possam ser utilizados como base para 

futuras pesquisas, desenvolvimento de regulamentações e métodos alternativos voltadas à 

proteção da saúde e do meio ambiente.



Scientific and social impact 
 

 

This research contributes to expanding knowledge about the effects of contaminants that 

can harm health, especially the liver. There is still information we need to know about the 

herbicide triclopyr and the compound D5, found in personal care products. Therefore, 

generating new data is important for the prevention, diagnosis, and treatment of poisoning. 

Thus, the scientific impact of this study lies in better understanding what happens inside 

cells, such as mitochondria alterations, cell death, and reduced growth. In addition to comparing 

how different types of laboratory models using cell culture (2D, 3D, and 3D bioprinting) 

respond to these contaminants. 

In the social context, this work helps to better understand the risks involved in human 

and environmental exposure to widely used and still poorly regulated products. By 

demonstrating potential cellular damage and indicating safety limits, the research can support 

the formulation of standards and public policies to protect the population. The investigation 

also highlights the importance of alternative methods to the use of animals in toxicological 

research, contributing to more ethical scientific practices.  

Regarding the economic impact, the results can help in assessing the safety of products 

and raw materials, promoting responsible innovation. In addition, the creation of 3D and 

bioprinted models can contribute to the development of more efficient and economical 

toxicological tests, reducing costs and accelerating research in the chemical, cosmetic, and 

pharmaceutical sectors. 

This research aligns with several UN 2030 Agenda for Sustainable Development - 

Sustainable Development Goals (SDGs): 

- SDG 3 (Good Health and Well-being) by helping to prevent damage to health;  

- SDG 6 (Clean Water and Sanitation) and SDG 12 (Responsible Consumption and Production) 

by addressing emerging environmental contaminants; 

- SDG 9 (Industry, Innovation, and Infrastructure) in the development and evaluation of 3D 

models and bioprinting; 

- SDGs 14 and 15 (Life Below Water and Life on Land) by providing relevant knowledge to 

reduce the release of toxic substances into ecosystems. 

It is expected that the results of this dissertation can be used as a basis for future research, 

development of regulations, and alternative methods aimed at protecting health and the 

environment. 
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  Resumo 
 

 

Os avanços tecnológicos vêm continuamente melhorando a qualidade de vida, mas também têm 

contribuído para a liberação de produtos químicos capazes de representar riscos à saúde humana 

e animal, além de causar impactos ambientais. Tais compostos podem ser classificados como 

contaminantes de preocupação emergente (CPEs), pois exigem esforços na pesquisa para 

compreender e mitigar seus impactos, como é o caso do herbicida triclopir e o 

decametilciclopentasiloxano (D5), presente em produtos de cuidado pessoal. Ensaios com 

culturas celulares são essenciais para estudar mecanismos de toxicidade, e modelos 3D, 

incluindo a bioimpressão, proporcionam interações célula-célula e célula-matriz de forma mais 

realista, aumentando a representatividade fisiológica do tecido e a predição dos ensaios 

toxicológicos. Assim, este estudo buscou elucidar os principais eventos envolvidos na 

toxicidade de dois contaminantes ambientais específicos, o triclopir e o D5, utilizando culturas 

de células hepáticas (HepG2) em modelos 2D, 3D e de bioimpressão, nos quais o triclopir foi 

avaliado em todos os sistemas, enquanto o D5 foi investigado nos modelos 2D e bioimpresso. 

Ademais, foi explorada a concepção de uma biotinta para o modelo de bioimpressão 3D, a fim 

de comparar os resultados de toxicidade. Após a exposição aos produtos químicos, as células 

apresentaram alterações relacionadas à morte celular, apoptose e dano mitocondrial na maior 

concentração do triclopir estudada, 500 µmol/L, indicando ação nociva do herbicida sobre a 

função mitocondrial e possível iniciadora de um processo sequencial que desencadeia a 

citotoxicidade. O D5 não induziu efeitos citotóxicos detectáveis nos modelos avaliados, 

indicando um perfil de baixa citotoxicidade nas condições experimentais testadas e reforçando 

a necessidade de investigações adicionais em sistemas mais complexos. Na comparação entre 

os modelos 2D e 3D, a matriz 3D CellFate® mostrou maior sensibilidade ao triclopir, com 

alterações mitocondriais e nucleares já a partir de 5 µmol/L, enquanto o hidrogel 3D 

bioimpresso não apresentou efeitos significativos. Em adição, os dados sobre a biotinta 

elaborada com uma mistura de gomas gelanas forneceram informações positivas sobre seu 

potencial no mimetismo mecânico em um modelo de fígado in vitro, mas demonstraram que se 

trata de um ambiente inadequado para a proliferação celular com alta degradação da matriz. 

Sugerindo que a biotinta apresenta potencial como scaffold, embora ainda demande 

aprimoramentos em sua formulação 

  



  Abstract 
 

 

Technological advances have continuously improved quality of life, however, they have also 

contributed to the release of chemical substances that may pose risks to human and animal 

health, in addition to causing environmental impacts. Such compounds can be classified as 

contaminants of emerging concern (CECs), because they require research efforts to understand 

and mitigate their impacts, as exemplified by the herbicide triclopyr and 

decamethylcyclopentasiloxane (D5), found in personal care products. Cell culture assays are 

essential for studying toxicity mechanisms, and three-dimensional (3D) models, including 

bioprinting, provide more realistic cell-cell and cell-matrix interactions, thereby enhancing the 

physiological relevance of the tissue and the predictive power of toxicological assays. Thus, 

this study aimed to elucidate the main events involved in the toxicity of two specific 

environmental contaminants, triclopyr and D5, using human liver cell cultures (HepG2) in 2D, 

3D, and bioprinted models, in which triclopyr was evaluated across all systems, whereas D5 

was investigated in the 2D and bioprinted models. In addition, the development of a bioink for 

the 3D bioprinting model was explored in order to support toxicity comparisons. Following 

chemical exposure, cells exhibited alterations related to cell death, apoptosis, and mitochondrial 

damage at the highest triclopyr concentration tested (500 µM), indicating a harmful effect of 

the herbicide on mitochondrial function and a possible initiation of a sequential process leading 

to cytotoxicity. No detectable cytotoxic effects were observed for D5 under the experimental 

conditions, indicating a low cytotoxic profile and reinforcing the need for further investigations 

in more complex systems. In the comparison between 2D and 3D models, the CellFate® 3D 

matrix showed greater sensitivity to triclopyr than the 2D model, with mitochondrial and 

nuclear alterations starting at 5 µM, whereas the bioprinted 3D hydrogel did not exhibit 

significant effects. Additionally, data obtained from the bioink formulated with a mixture of 

gellan gums provided positive evidence of its mechanical mimicry in an in vitro liver model 

but demonstrated that it represents an unsuitable environment for cell proliferation due to high 

matrix degradation, suggesting that the bioink has potential as a scaffold, although further 

improvements in its formulation are still required.
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Relevância de métodos alternativos em toxicologia  

Desde a antiguidade clássica, a experimentação animal foi a base do progresso 

científico, período no qual iniciou-se as primeiras descobertas na área do conhecimento médico 

(Franco, 2013). Cientistas como Hipocrates e Aristóteles realizavam dissecção e vivissecção de 

animais para melhor compreender o funcionamento dos órgãos e do corpo, além de compará-

los aos seres humanos (Miziara et al., 2012). Desde então, a evolução da ciência tem remetido 

ao uso de animais para fins investigativos (Doke; Dhawale, 2015). Apenas em 1641, em 

Massachusetts nos Estados Unidos, surgiu a primeira legislação que declarava sobre a ética e a 

dignidade animal. Posteriormente, diversos países adotaram atos e leis que controlam e 

minimizam o sofrimento animal (Hampson, 1989), culminando em 1978 na Universal 

Declaration on Animal Welfare garantido pela Organização das Nações Unidas para a 

Educação, a Ciência e Cultura (UNESCO). 

Os anos seguintes foram marcados pelo desenvolvimento intenso de modelos 

experimentais alternativos para diversas áreas de pesquisa, em substituição ao uso de animais 

de laboratório (Anvisa, 2012). No Brasil, o engajamento relacionado a aceitação de métodos 

alternativos se consolida com a Resolução Normativa Nº 18, de 24 de setembro de 2014. O 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) reconheceu o uso no 

país de 17 métodos alternativos que são validados e possuem regulação internacional. Em 

especial o Método OECD TG 487 - Teste do Micronúcleo em Célula de Mamífero in vitro que 

se ampara no cultivo celular. Além disso, o CONCEA estabeleceu um prazo de cinco anos para 

que fosse realizada a substituição completa e obrigatória do método original pelo método 

alternativo, quando disponível. Com o passar do tempo, diversos ensaios foram adicionados às 

Resoluções Normativas. A Resolução Normativa mais recente é a CONCEA/MCTI nº 73, 

publicada em 10 de fevereiro de 2025 e está cada vez mais robusta. Contando com um total de 

41 metodologias alternativas à experimentação animal e 14 desfechos experimentais. 

Atualmente, três atos normativos dispõem sobre esses métodos: Resolução da Diretoria 

Colegiada (RDC) nº 35 (Anvisa, 2015), Orientação Técnica n° 9 (Concea, 2016) e Resolução 

Nornativa n° 54 (Concea, 2022). Eles oficializam os métodos alternativos ao uso de animais 

em atividades de ensino e pesquisa científica já reconhecidos internacionalmente. Além de 

determinar que as novas metodologias devem passar pela Câmara Permanente de Métodos 

Alternativos, preconizando sanções para quem descumprir as normas. 
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Neste contexto, novas ferramentas vêm sendo desenvolvidas, validadas e aplicadas 

pelos toxicologistas para atestar a segurança de substâncias químicas, aplicando o conceito dos 

3R’s (do inglês Reduction, Replacement e Refinement) no uso de animais, Figura 1 (Arck, 2019; 

Gorzalczany; Rodriguez Basso, 2021). Desta forma, progressivamente os métodos alternativos 

também passaram a ser contemplados na etapa da avaliação dos efeitos toxicológicos e 

regulamentação de substâncias químicas (Anvisa, 2012). Consolidados já em 1959, os 

conceitos dos 3R’s indicam a necessidade de redução do uso de animais em experimentação e, 

quando possível, a substituição dos ensaios in vivo por testes sensíveis e informativos, buscando 

reduzir ou eliminar o sofrimento destes animais (Eggel; Würbel, 2021). A substituição pode ser 

de forma “relativa”, no qual são utilizados animais, mas eles não são expostos a qualquer 

sofrimento, ou substituição “absoluta”, onde não há uso de animais em nenhuma fase do 

experimento (Louis-Maerten et al., 2024). Desta forma, métodos alternativos, testes in vitro e 

novas metodologias de abordagem (NAMs) são técnicas que podem substituir ou diminuir o 

uso de animais na experimentação (Sewell et al., 2024). Dentro desta temática, culturas de 

linhagens celulares humanas apresentam-se como forte tendência internacional para otimização 

desses métodos (Freudenrich; Shafer, 2020).  
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Figura 1: Cenário que descreve medidas para implementar o princípio 3R em projetos 

de pesquisa experimental. 

Fonte: Arck, 2019 adaptado.  
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