
In vitro/In 
vivo

Type of assay Reference 
authors_year

Evaluation by EFSA 
or
SCCS

Test system/Test object Exposure conditions 
(concentration/duration/metabolic activation)

TiO2 material tested Test substance Information on the 
characteristics of the test 
substance

Presence of nanofraction in 
fine TiO2
proved/possible

Cellular uptake Results Route of 
exposure

Genotoxicity 
result

Reliability/comments              Relevance
[for EFSA data of only high or 
limited relevance taken]

Crystalline Phase Shape of Particle Particle size, nominal particle 
size given by manufacturer 
(size range/ distribution) [nm]

Particle size measured by the 
authors of the publication 
(size range/ distribution) 
[nm]

Aspect ratio
value (SD)

Crystal structure, ratio 
of anatase/rutile

Specific Surface area 
[m2/g] by BET method

Hydrodynamic 
diameter [nm] by DLS
in distilled water

Hydrodynamic 
diameter [nm] by DLS, 
in saline, culture 
media, etc.

Zeta‐potential [mV]
at pH 7 in distilled 
water

Zeta‐potential [mV]
in saline, culture 
media 

Polydispersity Index 
(PdI)
in distilled water

Polydispersity Index 
(PdI)
in saline, culture 
medium

Chemical 
composition of 
particles

Purity of 
particles [%]

Surface chemistry
Coating

Impurities of 
concern

Other

in vitro Micronucleus test in vitro Unal et al., 2021 SCCS Peripheral blood 
mononuclear cells
human

type of assay: micronucleus test NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

Authors: TiO2 nanopowder, <100 nm 
(BET) from Sigma‐Aldrich
NO INFORMATION ON CRYSTALLINE 
FORM ‐ the study not analysed

There are 2 products from Sigma with 
similar description:
1. #634662 Titanium(IV) oxide, mixture
of rutile and anatase, nanopowder,
<100 nm particle size (BET), 99.5%
trace metals basis
2. #637262 Titanium(IV) oxide, rutile,
nanopowder, <100 nm particle size,
99.5% trace metals basis

Study not 
analysed

4
NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

LOW NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

in vitro Chromosomal aberration 
test in vitro

Unal et al., 2021 SCCS Peripheral blood 
mononuclear cells
human

type of assay: chromosomal aberration assay NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

Authors: TiO2 nanopowder, <100 nm 
(BET) from Sigma‐Aldrich
NO INFORMATION ON CRYSTALLINE 
FORM ‐ the study not analysed

There are 2 products from Sigma with 
similar description:
1. #634662 Titanium(IV) oxide, mixture
of rutile and anatase, nanopowder,
<100 nm particle size (BET), 99.5%
trace metals basis
2. #637262 Titanium(IV) oxide, rutile,
nanopowder, <100 nm particle size,
99.5% trace metals basis

Suspension stability: 

Cell internalisation: 

Sonication: 

Study not 
analysed

4
NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

LOW NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

in vitro Comet in vitro Ghosh et al., 2010 SCCS Peripheral blood 
mononuclear cells
human

type of assay: comet in vitro NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

TiO2 NPs (CAS No. 13463‐67‐7) from 
Sigma–Aldrich Co. (USA)
NO INFORMATION ON CRYSTALLINE 
FORM ‐the study not analysed

Suspension stability : 

Cell internalisation : 

Sonication: Appropriate amount 
of TiO2 nanoparticles were 
suspended in filter sterilized 
double distilled water and were 
sonicated to prepare stock 
solutions.
Working solutions were made by 
serial dilution, followed by 
sonication and vigorous 
vortexing as and when required.

Study not 
analysed

4
NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

LOW NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

in vitro Comet in vitro Asare et al., 2012 SCCS Testicular cells from WT 
and 8‐oxoguanine DNA 
glycosylase knockout mice 
(Ogg1−/− KO)

nanoparticles:  TiO2‐NPs NO information on the 
crystal form in the paper
type of assay: alkaline comet assay ‐/+Fpg
guideline:
treatment time: 24h
concentrations: 12, 50, 100 ug/ml
FBS serum: 10%
S9 mix:
biological medium for NPs dispersion : 
cytotoxicity assessment: MTT assay, cells 
incubated for 4 h
positive control: Nuclei extracts from NT2 and 
mice primary testicular cells exposed to 0–5 
Grays of X‐rays were employed as positive 
controls as these exhibited linear increments in 
DNA tail intensities for up to 15 Grays.
methodology: cells suspended in 0.68% LMP 
agarose were moulded as 4/8 uL droplets/gel 
volume onto 96/48‐gel format GelBond films; 
stained with SybrGold and scored with 
Perceptives Comet IV. Percent of the intensity of 
DNA in the comet tail.
statistics: at least 2 separate experiments
Additional measurements : 8/MIP‐2, IL‐6, and TNF‐
alpha

NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM 
AND INSUFFICIENT 
METHODOLOGY 
DESCRIPTION ‐ THE 
STUDY NOT ANALYSED

TiO2 NPs, from the European 
Commission Joint Research Center

NO information on the crystal form in 
the paper

Suspension stability : NPs were 
dispersed in dH2O/10X BSA/10 
PBS in 8:1:1 ratio of 2 mg/mL 
stocks, as previously described 
(Bihari, 2008). 
The hydrodynamic sizes of NPs 
determined by DLS using a Zeta‐
sizer S (Malvern Instruments, 
Malvern, United Kingdom).

Cell internalisation : 

Sonication: Bihari (2008): 
Eventually, a 0.02 mg/ml stock 
solution, sonicating with 4.2 × 
105 kJ/m3 specific ultrasound 
energy, adding of 1.5 mg/ml HSA, 
0.1% Tween, or 30 μl serum prior 
to addition of concentrated PBS.

not reported any statistical increase at any concentration : NO

result: negative ‐/+Fpg

result for positive control: 

cytotoxicity: increased metabolic activity (MTT) 
after 100 ug/mL in WT and KO mice

ROS: 

GSH:

internalisation: 

Negative 2

insuffient methodology 
description; not clear how 
many cells were analysed; slight 
increases in DNA damage <2 
fold; no proof of internalisation

Low NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

21 NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

in vitro Comet in vitro Asare et al., 2012 SCCS NTERA‐2 cl.D1 (NT2)
Human pluripotent 
testicular embryonal 
carcinoma

nanoparticles:  TiO2 anatase NO information on 
the crystal form in the paper
type of assay: alkaline comet assay ‐/+Fpg
guideline:
treatment time: 24h
concentrations: 12, 50, 100 ug/ml
FBS serum: 10%
S9 mix:
biological medium for NPs dispersion : 
cytotoxicity assessment: MTT assay, cells 
incubated for 4 h
positive control: Nuclei extracts from NT2 and 
mice primary testicular cells exposed to 0–5 
Grays of X‐rays were employed as positive 
controls as these exhibited linear increments in 
DNA tail intensities for up to 15 Grays.
methodology: cells suspended in 0.68% LMP 
agarose were moulded as 4/8 uL droplets/gel 
volume onto 96/48‐gel format GelBond films; 
stained with SybrGold and scored with 
Perceptives Comet IV. Percent of the intensity of 
DNA in the comet tail.
statistics: at least 2 separate experiments
Additional measurements : 8/MIP‐2, IL‐6, and TNF‐
alpha

NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM 
AND INSUFFICIENT 
METHODOLOGY 
DESCRIPTION ‐ THE 
STUDY NOT ANALYSED

TiO2 NPs, from the European 
Commission Joint Research Center

NO information on the crystal form in 
the paper

Suspension stability : NPs were 
dispersed in dH2O/10X BSA/10 
PBS in 8:1:1 ratio of 2 mg/mL 
stocks, as previously described 
(Bihari, 2008). 
The hydrodynamic sizes of NPs 
determined by DLS using a Zeta‐
sizer S (Malvern Instruments, 
Malvern, United Kingdom).

Cell internalisation : 

Sonication: Bihari (2008): 
Eventually, a 0.02 mg/ml stock 
solution, sonicating with 4.2 × 
105 kJ/m3 specific ultrasound 
energy, adding of 1.5 mg/ml HSA, 
0.1% Tween, or 30 μl serum prior 
to addition of concentrated PBS.

not reported any statistical increase at any concentration : NO

result: negative ‐/+Fpg

result for positive control: 

cytotoxicity: no change

ROS: 

GSH:

internalisation: 

Negative 2

insuffient methodology 
description; not clear how 
many cells were analysed; slight 
increases in DNA damage <2 
fold; no proof of internalisation

Low NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

21 NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

in vitro Comet in vitro Tao et al., 2018 SCCS 1. HL‐7702
Human hepatic (normal 
cell)
2. HepG2
Human hepatocellular
carcinoma cells

nanoparticles:  Oil‐in‐water type nanoemulsion 
loading Ginkgo biloba leaves polyprenol with 
TiO2 
type of assay: alkaline comet assay with and 
without Fpg
guideline: 
treatment time: 24h
concentrations:  GBP‐NE and GBP‐FA‐CS‐NPs (GBP 
concentrations, 10, 25, 50, 100, 250, and 500 
μg/ml), TiO2‐NE, GBPTiO2‐NE, TiO2‐FA‐CS‐NPs 
and GBP‐TiO2‐FA‐CS‐NPs
(TiO2 concentrations, 1, 2.5, 5, 10, 25, and 50 
μg/ml)
FBS serum: 10%
biological medium for NPs dispersion : RPMI‐1640 
containing 10%
FBS
cytotoxicity assessment: MTT, LDH 
positive control: tertbutylby‐droperoxide (50 
mg/ml tbOOH), etopside for cytotoxicity
negative control:  N‐NE nanoemulsion ‐ no 
addition of NPs 
methodology:  HepG2 and HL‐7702 cells were
treated for 24h; standard comet assay, 
Electrophoresis was carried out at 15 V for 20 
min at 4 °C , 100 cells per concentration analyzed 

NOT RELEVANT TiO2 
FORM TESTED ‐ THE 
STUDY NOT ANALYSED

Oil‐in‐water type nanoemulsion 
loading Ginkgo biloba leaves 
polyprenol was prepared by dissolving 
polyprenol in nanoemulsion of 
sodium tripolyphosphate (TPP)/TiO2 
solution, Triton X‐100, and 1‐octanol 
by inversed‐phase emulsification (EIP) 
and ultrasonic emulsification (UE) 
method

Study not 
analysed

4

Oil‐in‐water type nanoemulsion 
loading Ginkgo biloba leaves 
polyprenol with TiO2 was used

Low STUDY NOT ANALYSED ‐ Oil‐in‐
water type nanoemulsion 
loading Ginkgo biloba leaves 
polyprenol with TiO2 was used

spherical with 
irregular surface: SEM, 
TEM

TiO2 (anatase, 5–10 nm was 
used to prepare 
nanoemulsions)

<10 anatase TiO2 emulsion with 
ginko biliba extract, 
chitosan, folic acid, 
chitosan

in vitro Comet in vitro Unal et al., 2021 SCCS Peripheral blood 
mononuclear cells
human

type of assay: alkaline comet assay NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

Authors: TiO2 nanopowder, <100 nm 
(BET) from Sigma‐Aldrich
NO INFORMATION ON CRYSTALLINE 
FORM ‐ the study not analysed

There are 2 products from Sigma with 
similar description:
1. #634662 Titanium(IV) oxide, mixture
of rutile and anatase, nanopowder,
<100 nm particle size (BET), 99.5%
trace metals basis
2. #637262 Titanium(IV) oxide, rutile,
nanopowder, <100 nm particle size,
99.5% trace metals basis

Study not 
analysed

4
NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

Low NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

in vitro Other genotoxicity 
endpoints in vitro ‐ gene 
expression

Patil et al., 2016 SCCS MRC5
Human lung fibroblasts 

type of assay: global DNA methylation INSUFFICIENT 
METHODOLOGY 
DESCRIPTION ‐ THE 
STUDY NOT ANALYSED

TiO2 (634662)‐ Sigma‐Aldrich (Pune, 
India)
NO DATA on the physicochemical 
characteristics ‐ the study not 
analysed

Area Analyzer (Quantachrome 
Instruments, Boynton Beach, FL, 
USA).

Study not 
analysed

4
NO DATA ON 
PHYSICOCHEMICAL ANALYSIS OF 
THE NPs ‐ the study not 
analysed

Low NO INFORMATION ON 
PHYSICOCHEMICAL ANALYSIS ‐ 
the study not analysed

in vitro Comet in vitro Zhu et al., 2020 SCCS TK6
human lymphoblast cells

 type of assay:  in vitro comet assay NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

TiO2 NPs from Nanjing Xianfeng Nano 
Material Technology Co., Ltd
NO INFORMATION ON CRYSTALLINE 
FORM ‐ the study not analysed

Suspension stability :

Cell internalisation : 

Sonication: 

Study not 
analysed

4
NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

Low NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

in vitro Other genotoxicity 
endpoints in vitro ‐ PIG‐A

Zhu et al., 2020 SCCS TK6
human lymphoblast cells

 type of assay: PIG‐A assay NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

TiO2 NPs from Nanjing Xianfeng Nano 
Material Technology Co., Ltd
NO INFORMATION ON CRYSTALLINE 
FORM ‐ the study not analysed

Suspension stability :

Cell internalisation : 

Sonication: 

Study not 
analysed

4
NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

Low NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

in vitro Other genotoxicity 
endpoints in vitro ‐ Sister 
Chromatid Exchanges

Unal et al., 2021 SCCS Peripheral blood 
mononuclear cells
human

type of assay: Sister Chromatid Exchange NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

Authors: TiO2 nanopowder, <100 nm 
(BET) from Sigma‐Aldrich
NO INFORMATION ON CRYSTALLINE 
FORM ‐ the study not analysed

There are 2 products from Sigma with 
similar description:
1. #634662 Titanium(IV) oxide, mixture
of rutile and anatase, nanopowder,
<100 nm particle size (BET), 99.5% 
trace metals basis
2. #637262 Titanium(IV) oxide, rutile,
nanopowder, <100 nm particle size,
99.5% trace metals basis

Study not 
analysed

4
NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

Low NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

in vivo Comet in vivo Sherin et al., 2017 SCCS Peripheral blood 
mononuclear cells
rats

LACK OF BASIC 
DESCRIPTION OF 
STUDY DESIGN 
DETAILS ‐ THE STUDY 
NOT ANALYSED

TiO2 NPs, prepared from titanium 
isopropoxide (Sigma Aldrich)

The crystalline phase was 
analyzed by X‐ray diffraction 
(XRD)

Study not analysedStudy not 
analysed

4

Lack of description of basic 
study design details

Low no information

in vitro Micronucleus test in vitro Di Giampaolo et al., 
2021

SCCS Peripheral blood 
mononuclear cells
human

nanoparticles:  Mesoporous silica nanoparticles 
(MSN) were synthetized incorporating TiO2 NPs  
type of assay: 
guideline: none
treatment time: 6, 24, 48, 72 h
concentrations: 0, 1, 25, 50, 100  µg/mL
FBS serum: 10%
S9 mix:
biological medium for NPs dispersion : 
cytotoxicity assessment: MTT
positive control: 
methodology: Nuclear abnomalies
statistics: two‐way analysis of variance (ANOVA) 
followed by Bonferroni post‐test
Additional measurements : apoptosis, reactive 
oxygen species (ROS), and cytokines secretion

INSUFFICIENT 
METHODOLOGY 
DESCRIPTION ‐ THE 
STUDY NOT ANALYSED

MSN, (100–150 nm, ordered pores, 
hexagonal symmetry, pore size 5 nm)

Suspension stability :

Cell internalisation : 

Sonication: not reported

SiO2/TiO2 ratio 
experimentally determined 
(10.8)

not reported any statistical increase at any concentration : 

result: micronuclei were apparent in the samples 
exposed to 25 ug/mL of P25 or TiO2@MSN, with a 
higher frequency for the former (frequency not 
shown)

result for positive control: not reported

cytotoxicity: positive at the highest doses (50 
ug/mL and
100 ug/mL) after 48 exposure ; negative 6 and 24h 
exposure

ROS: Increased at 6, 24, 48h

GSH:

internalisation:

pro‐inflammatory response: Cytokine responses 
induced

Study not 
analysed

4
Poor description of  
methodology, frequency of Mn 
not shown

Low MSN

in vitro Other genotoxicity 
endpoints in vitro ‐ 
nuclear morphology

Di Giampaolo et al., 
2021

SCCS Peripheral blood 
mononuclear cells
human

nanoparticles:  P25 TiO2 NPs 
type of assay: nuclear morphology
guideline: none
treatment time: 6, 24, 48, 72 h
concentrations:  0, 1, 25, 50, 100 µg/mL
FBS serum: 10%
S9 mix:
biological medium for NPs dispersion : 
cytotoxicity assessment: MTT
positive control: 
methodology: Nuclear abnomalies
statistics:  two‐way analysis of variance (ANOVA) 
followed by Bonferroni post‐test
Additional measurements : apoptosis, reactive 
oxygen species (ROS), and cytokines secretion

INSUFFICIENT 
METHODOLOGY 
DESCRIPTION ‐ THE 
STUDY NOT ANALYSED

P25 TiO2 NPs, anatase, study not 
analysed

Suspension stability :
Cell internalisation : 

Sonication: not reported

not reported any statistical increase at any concentration : 

result: micronuclei were apparent in the samples 
exposed to 25 ug/mL of P25 or TiO2@MSN, with a 
higher frequency for the former (frequency not 
shown)

result for positive control:  not reported

cytotoxicity: positive at the highest doses (50 
ug/mL and
100 ug/mL) of P25, 48h exposure; negative 6 and 
24h exposure
ROS: Increased at 6, 24, 48h

GSH:

internalisation:

pro‐inflammatory response: Cytokine responses 
induced

Study not 
analysed

4
Poor description of  
methodology, frequency of Mn 
not shown

Low anatase 5 (data not shown)

in vitro Comet in vitro Hu et al., 2020 SCCS THP‐1
monocyte‐macrophage 
human leukemia cells

nanoparticles:  Alizarin Red S (ARS) labeled 
Titanium dioxide nanoparticles (nano‐TiO2‐ARS).
type of assay: comet assay in alkaline and neutral 
pH environment
guideline:
treatment time: 4, 8, 12, and 24 h
concentrations: 10, 100, and 500 μg/ml
FBS serum: 10
S9 mix: no
biological medium for NPs dispersion : 
cytotoxicity assessment: no
positive control: H2O2
methodology: 
statistics: The Student t‐test was used for paired 
or unpaired observations. One‐way analysis of 
variance (ANOVA) was used for comparison 
between the mean values of groups
Additional measurements : miRNAs expression

NOT RELEVANT TiO2 
FORM TESTED ‐ THE 
STUDY NOT ANALYSED

TiO2 NPs, anatase, labeled with 
Alizarin Red S (nano‐TiO2‐ARS), with a 
primary nanoparticle diameter below 
25 nm (Sigma‐Aldrich Corp, USA)

Suspension stability :
Cell internalisation : 

Sonication: not reported

not reported any statistical increase at any concentration : 500 
μg ml−1 of nano‐TiO2‐ARS was able to induce 
significant comet tail percentage increase at every 
exposure time point in both alkaline and neutral 
comet assays; other concentrations also were 
significant

result: positive

result for positive control: positive

cytotoxicity: not reported

ROS: 

GSH:

internalisation:

pro‐inflammatory response: 

Positive 2
no guideline, but methodology 
sound

Low anatase, NPs labeled with 
Alizarin Red S with primary 
nanoparticle diameter below 25 
nm (Sigma‐Aldrich Corp, USA) ‐ 
study not analysed

<25 nm 43.49 ± 19.26 (5 
mg/mL, HBSS)

‐3.23 ± 1.19 (5 mg/mL, 
HBSS)

SCCS/1661/23
Annex X - SCCS and EFSA analysis of studies on TiO2 genotoxicity - Not taken into consideration



in vivo Comet in vivo Sallam et al., 2023 SCCS Hepatocytes nanoparticles:  TiO2
type of assay: comet assay in vivo
guideline: none
treatment time: treated daily by the oral gavage 
for 21 days
concentrations: Male Sprague–Dawley rats: 50 
mg/kg b.w
FBS serum: NA
S9 mix: NA
biological medium for NPs dispersion : 
cytotoxicity assessment: 
positive control: not reported
methodology: to evaluate the oxidative damage, 
genotoxicity, and DNA damage in the liver of rats 
treated with titanium nanoparticles and to 
estimate the protective role of holy basil 
essential oil nanoemulsion (HBEON)
statistics: one‐way analysis of variance (ANOVA) 
followed by Duncan’s multiple comparisons test
Additional measurements : Gene Expression 
Analysis, apoptosis, biochemical parameters, 
histopathology

NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

TiO2 NPs, synthesized newly using 
titanium tetra isopropoxide and 
orange peel extract.

Suspension stability :
Cell internalisation : 

Sonication:  not reported

not reported any statistical increase at any concentration : yes

result: positive in liver, only one dose tested
TiO2‐ NPs disturb the hepatic and renal functions

result for positive control:  not reported

cytotoxicity: 

ROS:
 
GSH: 

internalisation:

pro‐inflammatory response: marked elevation (p < 
0.05) in AFP, CEA, and TNF‐α.

Study not 
analysed

Study not 
analysed

2
clear toxic effetcs in liver after 
ingestion

Low NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

28 ‐33,97

in vivo Chromosomal aberration 
test in vivo

Salman et al., 2021 SCCS 1. Bone marrow cells
2. Spermatocytes

nanoparticles:  TiO2
type of assay: Chromosomal aberration in vivo
guideline: none
treatment time: Balb/c mice treated orally for 3 
weeks
dose: 25 mg/kg b.w
FBS serum: NA
S9 mix: NA
biological medium for NPs dispersion : water
cytotoxicity assessment: 
positive control: 
methodology: to evaluate the potential 
protective role of encapsulated cinnamon oil 
(ECO) against TiO2NP–induced oxidative stress, 
DNA damage, chromosomal aberration, and 
reproductive disturbances in male mice. 
Chromosomal aberration in bone marrow and 
sperm morphology and chromosome aberrations 
assay in germ cells (Note that only 100 
metaphases were analysed and according OECD 
475 at least 200 metaphases should be analysed 
for each animal)
statistics: 
Additional measurements : liver and kidney 
function, antioxidant capacity, oxidative stress 
markers in liver and kidney, sperm abnormalities 

NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

TiO2 NPs, from biosynthesis using 
Aloe vera extract

Suspension stability :
Cell internalisation : 

Sonication: not reported

not reported not reported any statistical increase at any concentration : Yes, 
only one dose tested

result: significant increase in chromosomal 
aberrations in bone marrow cells (which reached 
17.4 ± 0.65% and included chromosomal gap, 
fragmentation, break, gap plus break, and gap 
plus break or fragmentation) and in 
spermatocytes

result for positive control: not reported

cytotoxicity: 

ROS: in liver and kidney tissues  TiO2NPs 
administration increased MDA and NO

GSH:

internalisation:

pro‐inflammatory response: 

Study not 
analysed

Study not 
analysed

3 
Methodology poorly described 
and not according to OECD 
recommendations

Low NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

irregular 28,9 ‐33,97

in vivo Other genotoxicity 
endpoints in vivo – gene 
expression

 Abdel‐Wahhab et al., 20 SCCS Sprague‐Dawley male rats nanoparticles:  TiO2‐NPs, encapsulation ‐ thyme 
essential oil (ETEO)                                                           
type of assay: gene expression
guideline: 
treatment time and condistions : rats treated 30 
days including the control group, TiO2‐NPs (300 
mg/kg b.w)‐treated group, ETEO at low (50 mg/kg 
b.w) or high dose (100 mg/kg b.w)‐treated 
groups, and TiO2‐NPs plus ETEO at the two doses‐
treate groups
treatment medium for NPs dispersion : 
toxicity assessment: clinical oservation, 
biochemical parameters, histochemistry 
negative control: Control rats ‐ distilled water           
positive control: not reported
methodology:  the rats were divided into 6 
groups (10 rats/group) and were treated orally 
using stomach tube for 30 days as follows: group 
1, normal control received distilled water; group 
2, rats treated with TiO2‐NPs (300 mg/kg b.w) in 
an aqueous solution; group 3, rats treated with 
low dose (LD) of ETEO (50 mg/kg b.w); group 4, 
rats treated with high dose (HD) of ETEO (100 
mg/kg b.w); and groups 5 and 6, rats treated with 
LD or HD of ETEO plus TiO2‐NPs.  gene expresion: 
RT‐PCR (genes ‐ GAPDH, Zn‐SOD, CAT, GPx, BAX, 

NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

TiO2 NPs, newly synthesized from 
titanium tetra isopropoxide (TTIP) 
using the extract from peel of orange

Average size: 45 nm, zeta 
potential:  −27.34 mV
No sonication used

not reported TiO2‐NPs administration disturbs the liver and 
kidney markers, lipid profile, cytokines, oxidative 
stress parameters, the apoptotic and antioxidant 
hepatic mRNA expression, and induced 
histological alterations in the liver and kidney 
tissues. ETEO  protected against TiO2‐NPs.

oral, stomach 
tube

No genotoxicity 
test used

4
NO DATA ON 
PHYSICOCHEMICAL ANALYSIS OF 
THE NPs ‐  only size distribution 
and shape

Low NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ the study 
not analysed

tetragonal in house synthetised NPs 45 10‐90 nm (DLS) ‐27,34

in vitro Comet in vitro Dhein et al., 2022 SCCS Periodontal ligament cells
with lentiviral gene 
transfer of human 
telomerase reverse 
transcriptase (PDL‐hTERT 
cells)
details: DOI: 
10.22203/eCM.v019a22 

nanoparticles:  TiO2 NPs
type of assay: alkaline comet assay (more details: 
doi.org/10.1016/j.dental.2015.03.017)
guideline:
treatment time: 24 h
concentrations: 1523, 305, 152, 76 ug/mL
FBS serum: 10%
S9 mix:
biological medium for NPs dispersion : VLE (very 
low endotoxin) Dulbecco’s Minimum Essential 
Medium (MEM) with 4.5 g/l D‐Glucose was 
supplemented with 1% penicillin/streptomycin 
and 10% Fetal Bovine Serum
cytotoxicity assessment: XTT reduction test (24 h 
in the 96‐well plate): 1500, 4500, 15,000, 45,000, 
150,000, 450,000 ug/mL
positive control: MMS 100 uM
methodology: Before the comet assay was 
performed, the cells were stained with trypan 
blue and a threshold level for cytotoxicity after 
exposure was set at 75% viable cells. Software 
program comet assay II (Perceptive 

NANOMATERIAL NANOMATERIAL TiO2 NPs (≥99.5%, 21 nm primary 
particle size) from Sigma‐Aldrich, 
Steinheim, Germany

Suspension stability :

Cell internalisation : by laser 
scanning confocal 
microscopy (LSCM).
Cells exposed for 24 h to 
0.381 or 0.762 μg/mL.
For each experiment about 
40 cells were investigated 
and the experiment was 
repeated 3 times (n = 3).

Sonication: 

  The particles could be detected in cell nucleus of 
the cells

any statistical 
increase at any 
concentration: 
YES, but very 
small and only at 
the highest 
tested 
concentration of 
1535 ug/mL,

result: negative

result for positive 
control: 8x 
increase

cytotoxicity: no 
change

ROS:

GSH:

  Negative 3

no information on crystalline 
phase, extremely high 
concentrations used, no data 
on suspension stability, 
methodology of determining 
cell internalisation of lower 
reliability

Low NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

  21 20‐50 (largest 
part)
99% of the TiO2‐
NPs were below 
100 nm

  NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ THE 
STUDY NOT ANALYSED

                >99.5    

in vitro Comet in vitro Dhein et al., 2022 SCCS Periodontal ligament cells
with lentiviral gene 
transfer of human 
telomerase reverse 
transcriptase (PDL‐hTERT 
cells)
details: DOI: 
10.22203/eCM.v019a22 

nanoparticles:  TiO2 pigmentary
type of assay: alkaline comet assay (more details: 
doi.org/10.1016/j.dental.2015.03.017)
guideline:
treatment time: 24 h
concentrations: 9164, 1833, 916, 458 ug/mL
FBS serum: 10%
S9 mix:
biological medium for NPs dispersion : VLE (very 
low endotoxin) Dulbecco’s Minimum Essential 
Medium (MEM) with 4.5 g/l D‐Glucose was 
supplemented with 1% penicillin/streptomycin 
and 10% Fetal Bovine Serum
cytotoxicity assessment: XTT reduction test (24 h 
in the 96‐well plate): 10,000 30,000 100,000 
300,000 1,000,000 ug/mL
positive control: MMS 100 uM
methodology: Before the comet assay was 
performed, the cells were stained with trypan 
blue and a threshold level for cytotoxicity after 
exposure was set at 75% viable cells. Software 
program comet assay II (Perceptive 

PIGMENTARY GRADE 
other than “E171-
equivalent or E171-
similar”

PIGMENTARY GRADE other than 
“E171 identical or E171 similar”

TiO2 pigmentary, (≥99%, −325 
mesh, < 45 μm) from Sigma‐
Aldrich, Steinheim, Germany.

Suspension stability :

Cell internalisation : by laser 
scanning confocal 
microscopy (LSCM).
Cells exposed for 24 h to 
22.91, 45.82 μg/mL.
For each experiment about 
40 cells were investigated 
and the experiment was 
repeated 3 times (n = 3).

Sonication: 

possible The particles could be detected in cell nucleus of 
the cells

any statistical 
increase at any 
concentration: 
NO

result: negative

result for positive 
control: 8x 
increase

cytotoxicity: no 
change

ROS:

GSH:

internalisation: 
the particles 
could be 
detected in cell 

  Negative 3

no information on crystalline 
phase, extremely high 
concentrations used, no data 
on suspension stability, 
methodology of determining 
cell internalisation of lower 
reliability

Low NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ 
THE STUDY NOT 
ANALYSED

  ≤45000 (325 mesh) ASTM E11 50‐200 (for 88% of 
the TiO2‐MPs)
Only 4% of the 
particles were 
larger than 200 
nm and 8% 
smaller than 50 
nm.

  NO INFORMATION ON 
CRYSTALLINE FORM ‐ THE 
STUDY NOT ANALYSED

                >99    

in vitro Micronucleus test in vitro Wang et al., 2007 EFSA NANOMATERIAL no information (EFSA) TiO2 NPs, no information (EFSA) Positive EFSA EFSA no information (EFSA) no information (EFSA) no information (EFSA)
in vitro Micronucleus test in vitro Turkez and Geyikoglu, 20EFSA NANOMATERIAL no information (EFSA) TiO2 NPs, no information (EFSA) Positive EFSA EFSA no information (EFSA) no information (EFSA) no information (EFSA)
in vitro Micronucleus test in vitro Di Virgilio et al. 2010 EFSA NANOMATERIAL no information (EFSA) TiO2 NPs, no information (EFSA) Positive EFSA EFSA no information (EFSA) 20±7 no information (EFSA)
in vitro Micronucleus test in vitro Wang et al., 2018 EFSA NANOMATERIAL no information (EFSA) no information (EFSA) Positive EFSA EFSA no information (EFSA) 21 no information (EFSA)
In vitro Micronucleus test in vitro Demir et al.,2015 EFSA Pigmentary no information (EFSA) no information (EFSA) negative EFSA EFSA no information (EFSA) no information (EFSA) no information (EFSA)
In vitro Micronucleus test in vitro Rahman et al. 2002 EFSA PIGMENTARY GRADE ono information (EFSA) no information (EFSA) negative EFSA EFSA no information (EFSA) >200 no information (EFSA)
in vitro Comet in vitro Demir et al., 2013 EFSA NANOMATERIAL no information (EFSA) no information (EFSA) Positive EFSA EFSA no information (EFSA) 2.3 no information (EFSA)
in vitro Comet in vitro Ferraro et al., 2016 EFSA NANOMATERIAL no information (EFSA) no information (EFSA) Positive EFSA EFSA no information (EFSA) 20.3 ± 2.1 no information (EFSA)
in vitro Comet in vitro Chakrabarti et al., 2019 EFSA NANOMATERIAL no information (EFSA) no information (EFSA) Positive EFSA EFSA no information (EFSA) 58.25 ± 8.11  no information (EFSA)
in vitro Comet in vitro Franchi et al., 2015 EFSA NANOMATERIAL no information (EFSA) no information (EFSA) negative EFSA EFSA no information (EFSA) 28‐49 no information (EFSA)
in vitro Comet in vitro Sramkova et al., 2019 EFSA NANOMATERIAL no information (EFSA) no information (EFSA) negative EFSA EFSA no information (EFSA) 5‐10 no information (EFSA)
in vitro Comet in vitro Proquin et al. 2017 EFSA PIGMENTARY GRADE ono information (EFSA) no information (EFSA) Positive EFSA EFSA no information (EFSA) 535 no information (EFSA)
in vitro Other genotoxicity endpoinAlsudirand Lai, 2017 EFSA NANOMATERIAL no information (EFSA) no information (EFSA) Positive EFSA EFSA no information (EFSA) 21 no information (EFSA)
in vivo Micronucleus test in vivo Chakrabarti et al., 2019 EFSA NANOMATERIAL no information (EFSA) no information (EFSA) oral Positive EFSA EFSA no information (EFSA) 58.25 ± 8.11 no information (EFSA)
in vivo Comet in vivo Martins et al., 2017 EFSA NANOMATERIAL no information (EFSA) no information (EFSA) oral negative EFSA EFSA no information (EFSA) 42 no information (EFSA)


