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PANORAMA ATUAL

= ~ ~ = ~ = i : -5.:..:‘ .. zf#f%ﬁ:A
Cerca de 50 milhoes de substancias (OrganiCas .., .o i, &
3 SelhA T S ‘

e inorganicas) registradas no CAS.

» metais, praguicidas, solventes, farmacos,
corantes, aditivos alimentares etc.

Nos Estados Unidos, sdo registradas cerca de i
1000 substancias por ano. &

No mundo, mais de 3.000 compostos sao produzidos em larga escala (mais de 500
ton. por ano).

https://www.acs.org/content/acs/en/pressroom/newsreleases/2009/september/50-millionth-unique-chemical-substance-recorded-in-cas-registry.html




“Se nos vamos conviver tao intimamente com essas
substancias — ingerindo e bebendo essas substancias;
colocando-as para dentro de nossas medulas — nos
deveriamos conhecer melhor sua natureza e seu poder.”

Rachel Carson (1907-1964),
ambientalista, escritora
Silent Spring, 1962




AVALIACAO DA TOXICIDADE

Compreende a analise dos dados toxicologicos de uma substancia com o objetivo
de classifica-la guimicamente.

Dados toxicolodgicos:

Q Experimentacdao em animais de laboratorio;
0 Ensaios ‘in vitro’;

0 Estudos epidemioldgicos;

0 Estudos ecotoxicologicos;

0 Estudos preditivos ‘in silico’.




ESQUEMA DE TESTES TOXICOLOGICOS DE NOVAS SUBSTANCIAS

SUBSTANCIA

v

Caracterizagéo quimica

¢

Revisao da literatura

e

Avaliacao estrutura/atividade

-

Estudos de toxicidade aguda / curta duracao doses repetidas

Toxicologia genética in vitro / \ Farmacocinética

{——

Toxicidade subcrbnica

¢

—

Reproducao/ Teratogénese Toxicidade cronica Oncogenecidade

Wilson et al. In Hayes, Principles and Methods in Toxicology, 2008.



TESTES DE TOXICIDADE/ AVALIACAO DE SEGURANCA

O International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) inclui autoridades da Europa, Japéo e Estados Unidos.

Carcinogenicity Studies 51A - 51C

Genotoxicity Studies 52

Toxicokinetics and Pharmacokinetics S3A - 536

Toxicity Testing 5S4

Reproductive Toxicology S5 . IC H

ELSUELIneEE BUsl s 22 harmonisation for better health
Pharmacology Studies S7TA - STE

Immunotoxicology Studies S8

Monclinical Evaluation for Anticancer Pharmaceuticals S8

Photosafety Evaluation 510

Cross-cutting Topics

http://www.ich.org/products/guidelines/safety/article/safety-guidelines.html



INFORMACOES PRELIMINARES

Compreende a avaliacao quimica da substancia a ser avaliada.
0 Estrutura quimica

a Impurezas - Q&
0 Estabilidade

0 Solubilidade (hidrossoluvel/lipossoluvel)

Q Volatilidade




EXPERIMENTACAO ANIMAL

Dois PRINCIPIOS sao enfatizados nos testes descritivos de toxicidade animal:

» Os efeitos produzidos por uma substancia em animais
de laboratorio, quando devidamente quantificados, séo

aplicaveis em humanos. & >

» A exposicdo em animais em altas doses €& um
necessario e valido método de descobrir possiveis
danos em humanos. Este principio € baseado no
conceito dose-resposta quantal em que a incidéncia de
um efeito na populacdo € maior com o0 aumento da
dose.

Resposta

Dose




PROBLEMAS NA EXTRAPOLACAO ANIMAL X
HUMANOS:

» Ratos alimentados com altas doses de sacarina O
desenvolvem tumor de bexiga. A precipitacao de
sacarina na urina no homem n&o acontece mesmo NH
com 0 uso de concentracOes extraordinariamente Sf
altas. /7 \\O
O

» Por outro lado, estudos com animais expostos ao As,
nao mostraram carcinogenicidade. Estudos
epidemiologicos demonstram suficiente evidéncia de
carcinogenicidade em humanos.




EXPERIMENTACAO ANIMAL

DURACAO E FREQUENCIA DE EXPOSICAQO

- Exposicéao aguda: até 24 horas (geralmente até 4 horas) -
- Exposicao subaguda: exposicoes repetidas até 1 més
- Exposicao subcronica: de 1 a 3 meses

- Exposicéao cronica: mais de 3 meses. S . 2o




EXPOSICAO AGUDA X CRONICA

Exemplo:

benzeno

7 N\

Exposicédo aguda: Exposicao cronica:
depressao no SNC mielotoxicidade - leucemia




Concentration at target site

ADMINISTRACAO SIMPLES X REPETIDA

Single dose Repeated doses
e Concentration range of toxic response
4 N L
3 i IIIL.:
~ B B
~IN_ . c
A A Y
o+t A g
Time Time

Acumulo de dose ou acumulo de efeito

Substancia A: meia-vida alta de eliminacéo (ex. 1 ano);
Substancia B: substancia com meia-vida de eliminacao igual
a frequéncia de doses (ex. 1 dia);

Substancia C: taxa de eliminacdo mais rapida que a

frequéncia de doses.

Casarett & Doull’s Toxicology , 8th, 2013.



RELACAO DOSE/ RESPOSTA

* A relacdo dose/ resposta descreve a relacdo entre as caracteristicas de
exposicdo e o0 espectro de efeitos toxicos. Um aspecto importante a
considerar € que uma substancia pode apresentar diferentes locais de acao

toxica no organismo, tendo para cada local, diferentes relacoes dose-

resposta.




RELACAO DOSE/ RESPOSTA

Para o estabelecimento da curva dose-resposta, 0s seguintes paradigmas devem

ser assumidos:

A resposta € inequivocadamente gerada pela administracdo da substancia
(relacao causa-efeito);

* Aintensidade da resposta esta relacionada com a dose;

« A avaliacao da resposta e feita por métodos quantificaveis e expressa a

toxicidade.




RELACAO DOSE/ RESPOSTA

Como exemplo de viés, pode-se citar a reducédo de peso corpdoreo de animais em um
experimento com dietas contendo a substancia em teste. Se a substancia alterar a
palatabilidade da racao, a reducao de peso pode ocorrer simplesmente por reducao

da ingesta e, neste caso, a reducédo de peso nao deve ser considerada um efeito

adverso.




RELACAO DOSE/ RESPOSTA

Ha dois tipos de relacao dose/resposta:
1) Dose/ resposta individual ou ‘graduada’. descreve a resposta individual de um
organismo a doses variadas de uma substancia, geralmente referenciada como

‘graduada’ porque a medida de efeito € continua.

2) Dose/ resposta guantal: caracteriza a distribuicao de respostas populacionais a

diferentes doses de uma substancia.




RELACAO DOSE/ RESPOSTA ‘GRADUADA’

100 -
100 -
.’\.————*_#______C
75 /
- / Cholinesterase c
o O
£ o £
EE __'_'_'____o—'—'____'_'_—_. aE
25
Carboxylesterase
0 {,J T T 1
0 2.5 5 7.5 10
B Dose (mg/kg)

Relacdo dose/ resposta entre diferentes doses de clorpirifos na atividade de esterases no cérebro
(colinesterase) e no figado (carboxilesterase) de ratos.

Lassiter et al., 1999.

Casarett & Doull’s Toxicology , 8th, 2013.




RELACAO DOSE/ RESPOSTA QUANTAL

A relacéo dose/ resposta em uma populacao e,
por definicao, quantal — ‘tudo ou nada’, em que
oS individuos s&o classificados como

Response frequency (%)

‘respondedores’ ou ‘nao respondedores’. £
» Resposta em frequéncia (distribuicao §
normal) E
» Resposta cumulativa S
» Probit 98
-95
m 9 3
. z 80 3
» EDg, (dose efetiva 50%); ED,,; ED4... 5 7 3
» LD, (dose letal 50%) 5801 ; s
g i 30 &
& 4.0 / 20 &
2 /" i 10 2
Obs: mesmo variaveis continuas podem ser convertidas em resposta quantal 304 * i g

10 2050 100 200 800 E—
Dose (mg'kg)




Exemplo de relacao dose/resposta

Dose Resposta g
Mg/kg n. de g °
animais gs.
5 0 £, /\‘/
10 1 " m & = 5 = w
Dose (mgikg)
20 1 -
25 3
o
30 5 @
o
40 9 §
50 10

Dose (mg/KQ)




Outros conceitos derivados da relacao
dose/resposta

Nivel de resposta real*

Resposta

LOAEL

* Dependem das doses

/‘ escolhidas para o ensaio

Dose (mg/ Kg)




Qutros conceitos derivados da relacao
dose/resposta

NOAEL (No Observed Adverse Effect Level):
maior dose de uma substancia-teste na qual
nao sao observados efeitos adversos em
animais de experimentacao, expressa em Nivel de resposta
miligramas por quilograma de peso corporeo
por dia (mg/kg p.c./dia)

Resposta

LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level):
menor dose de uma substancia na qual séo
observados efeitos adversos em animais de
experimentacao, expressa em miligramas por
quilograma de peso corpéreo por dia (mg/kg Dose / mivel de exposi¢io
p.c./dia).




LD, de algumas substancias:

Substancia LD, (Mg/KQ)
Etanol 10.000
Cloreto de sddio 4.000
Sulfato ferroso 1.500
Morfina 900
Fenobarbital 150
Estricnina 2
Nicotina 1
Tubocurarina 0,5
Tetrodotoxina 0,1
Dioxina 0,001
Toxina botulinina 0,00001

Obs: Maioria dos valores baseados em ratos, etanol e NaCl em camundongos, dioxina
em porquinhos da india.

Toxicology: a case oriented approach, 2002.



ESTUDOS DE TOXICIDADE AGUDA

Variaveis que influenciam os resultados da LD50

1) Quanto as instalacoes e fatores periodicos:
» Tipo de gaiola

» Temperatura ambiente

> Umidade relativa do ar

» Duracao do periodo de adaptacao :—

AN

> Ciclo dia e noite

» Qualidade da racédo do animal




ESTUDOS DE TOXICIDADE AGUDA

Variaveis que influenciam os resultados da LD50

2) Quanto ao agente toxico
» Via de administracao
» Veiculo empregado na administracéo

» Volume de administracao

Velocidade de administracao

> Impurezas




VIAS DE ABSORCAO IMPORTANTES NA
TOXICOLOGIA

Oral - medicamentos, alimentos, farmacos ou drogas de abuso;
poluentes da atmosfera (ambiental, ocupacional).

Pulmonar — poluentes, solventes, praguicidas (ambiental e
ocupacional), monoxido de carbono, gases asfixiantes (guerra, crimes,
suicidios).

Dérmica — agentes ocupacionais, poluentes, medicamentos,
agentes irritantes.

Intravenosa - medicamentos (anestesicos), farmacos ou
drogas de abuso.




ESTUDOS DE ABSORCAO: EXPERIMENTACAO ANIMAL

DERMICA INTRAMUSCULAR INTRAPERITONEAL

INTRAVENOSA

ORAL SUBCUTANEA INALATORIA

Ordem de efetividade geral das diferentes vias de administracao




ESTUDOS DE ABSORCAO: EXPERIMENTACAO ANIMAL

Importancia: exemplos
a) Comparacéao de doses toxicas por diferentes vias de absorcao:

« Se a dose toxica apos administracdo oral ou dérmica for
semelhante a intravenosa, pressupOe-se gue 0 agente toxico é
totalmente e rapidamente absorvido.

« Por outro lado, se a dose administrada pela via dermica for muito
maior que a via oral, significa que a pele representa barreira
efetiva para este composto.

b) Se um agente age no SNC, mas e eficientemente destoxificado no
figado, é esperado que ele seja menos toxico guando administrado
oralmente do que pela via inalatéria, por exemplo.




IMPUREZAS

> As vezes, efeitos toxicos mais graves sdo devidos a impurezas.

Ex: 1-methyl-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina  (MPTP),

subproduto da sintese de
desmetilprodina (opioide).

LG o -
| N N~ |
\ __ y MPP+ € neurotoxica e produz
N (| efeitos semelhantes a doenca
Blood—brain Gt de Parkinson
barrier Astrocyte % :
—>
MAO-B s =
k? '|\11 |||\|: HsN,
CHg CHg
\( Dopamine
o

Dopaminergic
neuron

Casarett & Doull’s Toxicology , 8th, 2013.



PRODUTOS DE DEGRADACAOQO

» Farmacos também podem produzir produtos de degradacéo toxicos.
Ex: tetraciclina degrada a anidrotetraciclina (ATC) e epianidrotetraciclina (EATC).

S

| N
, /i \/‘-\ P ./_,/-'O
Oooo : B e 1
| OH
OH OH OH O O OH
ot —> - —> 0 Sindrome de Fanconi, caracterizada por
1 1 tubulopatia renal proximal: distirbio na
reabsorcdo de glicose, a.a., fosfato,
ETC - EATC —_—> @

bicarbonato e potassio.

- s
HO N N
OH OH
o on. O H OH OH © © OH




ESTUDOS DE TOXICIDADE AGUDA

Variaveis que influenciam os resultados da LD50

3) Quanto aos animais de experimentacao:

» Espécie f?

» Linhagem — P,
SO )

> ldade ~: ezl

D)

> Sexo

» Estado nutricional

» Estado patologico




VARIACAO NA RESPOSTA TOXICA ENTRE ESPECIES

» Ex1: DL50 para 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) difere em mais de 1000

vezes entre porquinhos da india e hamsters.

» Ex2: Doses diarias de 10.000 ppb de aflatoxina B1 n&o produz cancer hepatico em
camundongos, enquanto em ratos 15 ppb aumenta significativamente a incidéncia de
cancer. Camundongos possuem alta capacidade catalitica da enzima glutationa-S-

transferase que inativa a forma epoxido da aflatoxina.




VARIACAO NA RESPOSTA TOXICA ENTRE ESPECIES

Toxicidade aguda oral do carbaril (inseticida carbamato) em diferentes

animais
Animais LD., (mMg/KQg)
Cobaias 280
Camundongos 360-590
Rato 540-720
Coelhos 710




Relacdo LD50 M/ LD50 F

3.60

0,57

2,40

2,38

0,65

0,61

0,95

VARIACAO NA RESPOSTA TOXICA ENTRE SEXOS

Paration etilico ] Animais machos

Animais fémeas

Paration metilico

1

Endrin

Endossulfon

_ Aldrin

Heptacloro

10 30 50 70 100 150 LD50 (mg/Kg)




LIMITACOES DA LD50 0

7.0 08

/ 96
/ 90
30 LD50 “A” e “B” =
20 mg/kg

6.0 Substancia B Il

70
60
50
30
20
10

Substancia A

5.0

Mortalidade

4.0

% Resposta (Probitos)

3.0

2 34 6’8 10 20 30 40 60 70 80
Dose (mg/KQ)




Tl, MOS e MOE

T =TD50 MOS = TD1 MOE = TD10 ou NOAEL
ED50 ED 99 ‘dose de exposicao’
ED = dose eficaz
z 7O - ® (terapéutica)
- - — 90 , .
5  ao & TD = dose toxica
= 6.0 s
= | - 70 3 LD = dose letal
& sod °° D ¢ . @ Tl = indice terapéutico
@ | - 40 9 MOS = margem de
[} LD — 30 S
S a.0- | 20 = seguranca.
E i v - 10 i MOE = margem de exposicao
[+ 5 o
3.0 - 2
"""fo 20 so 100 200 800 MOE. Ex. Se a exposi¢cao estimada de um praguicida

em humanos for de 0,001 mg/Kg/dia e a TD10 =
1mg/Kg/dia, a MOE seria 1000.

Dose (mg/kg)




TESTE DE IRRITACAO DA PELE E OLHOS

- Realizada no caso de cosmeéticos ou exposicoes acidentais.
Animal de eleicéo: coelho (pele e olhos) e a cobaia (pele).

Parametros avaliados (teste Draize):

*Pele: eritema, escara, edema e corrosao.
*Olhos: alteracOes na conjuntiva, cornea, iris e
cristalino

Alternativamente modelos in vitro tem sido desenvolvidos, incluindo modelos de cultura
de queratinocitos e células epiteliais da cornea.




ENSAIOS ‘IN VITRO’

The Jouwrnal of Toxicological Sciences (J. Toxicol. Sci.) Gl
Vo l34, Mo.g, 611-626, 2000

Original Article

Inter-laboratory study of short time exposure (STE) test for
predicting eye irritation potential of chemicals and
correspondence to globally harmonized system (GHS)
classification

¥Yutaka Takahashi', Takumi Hayashiz, Shinichi Watanabe3, Kazuhiko Hayashi?,
Mirei Koike', Noriko Aisawa?®, Shinya Ebata?®, Hitos hi Sakaguchi?', Tsuneaki Nakamura?,
Hirofumi Kuwahara' and Naohiro Nishiyamaz=

» Teste interlaboratorial (3 laboratorios) e 44 substancias:
» Ensaio com culturas de células de olho de coelho x teste de Draize (irritacdo de
olhos).
» 90,9% de correlacao entre os ensaios

Takahashi et al., J Toxicol Sci., v.34, 20009.




TOXICIDADE REPRODUTIVA E DO DESENVOLVIMENTO

Envolve trés fases distintas:
1) DESEMPENHO REPRODUTIVO E FERTILIDADE

-animais machos e fémeas tratados num periodo de ate 60 dias
antes do acasalamento.

-depois: fémeas durante a gestacéao e lactacao

-Sacrificio da metade dos animais

para a constatacao de -NUmero, sexo, peso e anormalidades externas dos

anormalidades uterinas. filnotes. Sobrevida da méae e peso da mae e filhotes
durante a amamentacao. Sacrificio da prole:
constatacao de anormalidades viscerais.




TOXICIDADE REPRODUTIVA E DO DESENVOLVIMENTO

2) POTENCIAL DE INTERFERENCIA NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E FETAL

-No final da gestacdo, as fémeas sao

-Administracao do agente em sacrificadas e os fetos retirados. S3o

féemeas durante o periodo da observados: sexo, peso, ocorréncia de

organogenese. mortalidade precoce ou tardia de embrides e
fetos. Exame interno: microdisseccao de
orgaos.




TOXICIDADE REPRODUTIVA E DO DESENVOLVIMENTO

3) TOXICIDADE PERI E POS-NATAL:

A administracdo do agente toxico e feita durante o periodo que compreende o ultimo
terco da gestacao até o desmame.

-Sao0 avaliados o desenvolvimento somatico, neuromotor, sensorial e comportamental da
prole.




MUTAGENICIDADE

“In vitro” - Sao rapidos, sensiveis, de baixo custo, reprodutiveis e recomendados por
entidades governamentais e orgaos de pesquisa de diversos paises.

-Teste de Ames

Substancia a ser Salmonella mutante (que n&do possui a
avaliada enzima fosforibosil APT sintetase)

' Coldnias que sofreram
Agar sem histidina reversao da mutacao

Microssomas
— de rato

i incubagédo 1




MUTAGENICIDADE

“In vivo”

Animais transgénicos foram desenvolvidos para
possibilitar a avaliacao in vivo da mutagenicidade de p-
compostos. &

-Por ex. duas Ilinhagens comercialmente
disponiveis: “Mutamouse” e “BigBlue” contém operon
lac de E.coli que foi inserido no DNA dos animais, ..
gue pode ser recuperado para posterior analise.

Brusick, Genetic Toxicology, 2001.




OUTROS MODELOS ANIMAIS

» Utilizacao do “zebra fish” para ensaios de
NOVOS COMpPOStOsS:
» mais rapido,
» mais barato,
» maior capacidade de selecao de
moléculas para as etapas subsequentes
dos ensaios de toxicidade.

OPEN @ ACCESS Freely available online O PLOS | one

Seizures Induced by Pentylenetetrazole in the Adult
Zebrafish: A Detailed Behavioral Characterization

Ben Hur M. Mussulini'*, Carlos E. Leite?, Kamila C. Zenki', Luana Moro', Suelen Baggio', Eduardo P. Rico’,
Denis B. Rosemberg’, Renato D. Dias', Tadeu M. Souza', Maria E. Calcagnotto', Maria M. Campos?,
Ana M. Battastini', Diogo L. de Oliveira'*

1 Departamento de Bioguimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil, 2 Instituto de Toxicologia e Farmacologia, Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do 5Sul, Brazil

Mussulini et al., Plos One, v.8, 2013.



AVALIACAO DA TOXICIDADE “IN SILICO”

Programas de computador - predizer a toxicidade de compostos, através de modelos

com uma Série de variaveis.

Prediction  Reports ois Help

ot m|

Displaying "Alert 479', click abol

Toxicophore
CIE) = e~ r
Show predictions of at least |EQUIVOCAL ~|

[E] Prediction Navigator |

£8 Derek KB 2012 1.0 [Certified by: Lhasa Limited, Leeds, Yorkshire. UK]
| Irritation (of the eye)
%# mammal - PLAUSIBLE
] Alert - 220: alpha,beta-Unsaturated aldehyde
| Irritation (of the respiratory tract)
4 mammal - PLAUSIBLE

1) Alert - 220: alpha.beta-Unsaturated aldehyde
| lrritation (of the skin)
Y mammal - PLAUSIBLE
t] Alert - 220: alpha.beta-Unsaturated aldehyde
| Mutagenicity in vitro
4 bacterium - PLAUSIBLE
+] Alert - 302: alpha,beta-Unsaturated sldehyde
| Skin sensitisation
4%¥ mammal - PLAUSIBLE

Alert - 479: alpha,beta-Unsaturated aldehyde or prec

14| Alert Details 52

479° alpha.beta-Unsaturated aldehyde or precursor

¢ Reazoning Explorer | (2) Prediction Constraints

» Alert Matches

~ Description Image

—

ompound

R13=w
R13= 0 3. 1 (no sosmeral
Partocs 3 s tachac

~ Comments

This alert describes the skin sensitisation of alpha,betz-unsaturated aldenydes and precursors which interact with skin proteins via a
Michad oddition mechanism [Patlewicz et all. beto-D alpha,beta-unsaturated aldehydes are less susceptible to Michacs

addition and are thought to react via a Schiff base mechanism [Patiewicz et al]. The activity of such compounds is described elsewhere
in the knowledge base.

Skin sensitisstion actvity for elpha, beto-unsatursted aldehydes and their precursors hes been demonstrated in vanous assays including
the guines pig maximisation test [Cronin and Basketter] and the mouse local lymph node assay [Patlewicz et al]. Skin sensitisation in

» Validation Comments
» Endpoints

w References

3] Ttle Aut... Source Year  Supplemental

|..J483 Comparison of the local lymph-n Basket Food and Chemical Toxicolog 1992 DO 10.1016/0273-651

488 Multivonate OSAR onalysis of 2 3k Cronir S5&R and QSAR in Environmen 1994 Note: datasct avoilable
cns ci.. R T T e ol e e I e 1)

1774 40ac  nALantasceooan 4o

[

mn

Predicted toxicity

i byi-prop [ | innami

o [T ER-23

2-h 1 dicthyl
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