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Incontaveis sdo as substancias quimicas presentes no ambiente. No entanto,
comparativamente, para poucas ha as informacoes sobre seus efeitos toxicos
a saude dos seres humanos e ao meio ambiente. Aliado a preocupacao
causada pelos perigos quimicos e consequentemente a sua prevencao, e ao
crescente interesse por métodos alternativos de pesquisa que usem cada vez
um numero menor de animais em experimentacado, faz-se necessaria a
elaboracdao de novas perspectivas a fim de se refinar cada vez mais nossa
capacidade de avaliacdo sobre a toxicidade dos compostos quimicos que nos
cercam. Para tanto, novas abordagens e tecnologias surgiram ao longo dos
ualtimos anos com o intuito de aprimorar os métodos preditivos da toxicologia
convencional. A biologia molecular aparece entdo como poderosa ferramenta
que, aliada a toxicologia, nos remete a outro campo do conhecimento, a
toxicogenomica. Técnicas ja amplamente usadas na pesquisa genoOmica e
transcriptomica, como andalise por microarrays de DNA e reacdo em cadeia
da polimerase (PCR); em protedomica, como purificacdo e identificacdo de
proteinas por eletroforese bidimensional (2DE) e espectrometria de massas;
e na metabolomica, como o uso de biomarcadores, caracterizam-se como 0s
principais meios para o desenvolvimento e a aplicacdo pratica desse novo

campo.
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The chemicals present in the environment are countless. However,
comparatively, only some have informations about their toxic effects to
human health and environment. Allied to the concern caused by chemical
hazards and its prevention, and by the growing interest in alternative
research methods that use increasingly fewer animals in experimentation, it
1s necessary to draw up new perspectives in order to refine our ability to
assess the toxicity of chemicals that surround us. Therefore, new approaches
and technologies have emerged over the recent years in order to enhance the
predictive methods of conventional toxicology. Molecular biology arises as a
powerful tool that, combined with toxicology, leads to another field of
knowledge, the toxicogenomics. Techniques widely used in genomics and
transcriptomics research, such as DNA microarray analysis and polymerase
chain reaction (PCR), in proteomics , such as purification and identification
of proteins by two-dimensional electrophoresis (2DE) and mass
spectrometry, and metabolomics, as the use of biomarkers , are
characterized as the principal means for the development and the practical

application of this new field.
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INTRODUCAO

A Toxicologia pode ser conceituada como o estudo dos toxicantes ou
estressores e seus efeitos adversos sobre organismos vivos. Para tanto, ela
lida com a identificagdo do perigo, os mecanismos toxicolégicos envolvidos e
a avaliacado do risco. O aumento da compreensio acerca dos mecanismos de
acao das substancias quimicas é etapa fundamental para aprimorar a
eficiéncia de tais tarefas. Contudo, o conhecimento sobre os mecanismos de
acdo evolui na direcdo do estudo de alguns genes de uma sé6 vez a fim de
compreender a funcdo destes genes na mediag¢do dos efeitos toxicos. Este
processo tem de ser acelerado para controlar e discernir tais efeitos nos
milhares de novos compostos desenvolvidos pelas induastrias quimicas e
farmacéuticas (Hamadeh et al, 2002).

Compostos quimicos sdo potencialmente nocivos para os seres vivos.
De fato, existem milhares de substancias quimicas no meio ambiente.
Muitas delas sao de origem natural, enquanto outras sdo intencionalmente
produzidas pelo homem para os mais variados fins, e outras ainda sao
consequéncias da poluicdo causada pelas atividades industriais.
Paradoxalmente, com excecdo dos compostos quimicos produzidos para fins
terapéuticos (farmacos), cosméticos, aditivos alimentares e pesticidas, que
sdo obrigatoriamente sujeitos a uma minima prévia avaliagido de toxicidade
antes da sua introducio no mercado, existe uma falta de informacao sobre a
toxicidade potencial da grande maioria de substancias quimicas existentes
no ambiente (Reis, 2006).

A avaliacdo da toxicidade dos compostos quimicos compreende os
ensaios de toxicidades aguda, subaguda e cronica, ou seja, curto, médio e
longo prazos. A maior parte dos ensaios de avaliacdo das toxicidades
subaguda e cronica sdo efetuados mediante a monitorizacdo dos efeitos
observados nas células, tecidos, 6rgaos ou no organismo inteiro. Ensaios de
toxicidade requerem, para a sua execucao, grandes investimentos nao so de
ordem econémica, como também de elevado niimero de animais, ja para nao

mencionar o lapso de tempo necessario. Para cada composto em estudo
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estima-se que os custos podem atingir o equivalente a 2 milhoes de euros e a
utilizacao de cerca de 4000 animais (Reis, 2006).

Ainda que a experimentacdo animal seja correntemente utilizada nos
métodos de avaliacao da toxicidade, ela padece de varias limitacées. Em
primeiro lugar, os elevados custos e o tempo necessario fazem com que a
experimentacao animal em grande escala seja dificil ou mesmo impraticavel.
Por exemplo, os estudos do potencial carcinogénico de um inico composto em
ensaios com roedores podem prolongar-se aproximadamente por trés anos e
atingir custos da ordem dos milhdes de euros. Neste contexto, apesar de
polémica, é de se esperar alguma relutancia da parte da indastria. Assim,
na industria farmacéutica, os ensaios de toxicidade de novas moléculas
implicam um consideravel atraso na recuperacdo dos 1investimentos
aplicados em pesquisa e desenvolvimento. Além disso, a extrapolagdo de
estudos em animais para os seres humanos nem sempre é fiavel. Os estudos
de farmacogenética experimental desde ha muito revelaram a existéncia de
diferencas importantes entre animais e seres humanos e mesmo entre
diferentes racas da mesma espécie em termos de respostas farmacoldgicas.
Tal circunstancia justifica certo grau de incerteza nos aspectos preditivos
dos resultados da experimentacdo animal. E, por consequéncia, reforca a
necessidade de métodos e técnicas alternativas de indole mecanicista que
sejam mais economicos, mais rapidos, e que permitam poupar o sacrificio de
milhares de animais. Ou seja, métodos com maior valor preditivo do que os
baseados na experimentacao animal (Reis, 2006).

Desde entao tem sido tomadas algumas medidas como, por exemplo, a
substituicdo dos animais por outros sistemas biolégicos (culturas de células
e tecidos, células estaminais, bactérias, invertebrados, etc.), além também
dos casos e situacoes em que se pode lancar mao da solugdo computacional
para a avaliacdo da toxicidade, a chamada Toxicologia in silico (Santos,

2013).
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As ciéncias “Omicas”

O advento das tecnologias genomicas, protedmicas, transcriptomicas e
metabolomicas proporcionou grandes avancos na nossa compreensao dos
detalhes moleculares da biologia tradicional, mantendo a promessa de
oferecer novos discernimentos sobre os mecanismos moleculares de varios
tipos de toxicidades (Cunningham, 2004), aplicando a expressao génica ao
entendimento quimico e aos efeitos estressores em sistemas bioldgicos. Estes
avancos tecnoldogicos levaram ao desenvolvimento do campo da
toxicogenomica, cuja proposta é aplicar as tecnologias relacionadas a analise
global de mRNA, proteinas e metabdlitos a fim de estudar os efeitos dos
perigos quimicos no organismos. A abordagem coletiva de todas essas
técnicas permitira o desenvolvimento de uma base de conhecimento sobre os
efeitos dos compostos quimicos, que servira para melhorar a eficacia e a
eficiéncia da avaliacdo da seguranca e risco de medicamentos e produtos
quimicos, possibilitando melhor compreensdao dos mecanismos pelos quais
danos induzidos por estressores quimicos ocorrem (Hamadeh et al, 2002).

As moléculas de mRNA extraidas das células e tecidos sdo analisadas
com técnicas de microarrays de DNA, utilizando como sondas o DNA
complementar (cDNA) obtido do RNAm por transcriptase reversa ou
matrizes de oligonucleotideos do préprio DNA. Assim, é possivel proceder a
uma analise diferencial do transcriptoma global nas células ou tecidos
expostos a diferentes xenobidticos.

Na aplicacdo da transcriptomica a toxicologia, os investigadores
devem prestar particular atencido aos genes mais susceptiveis de reagir a
fatores ambientais. Estes genes tendem a se agrupar em varias categorias
tais como as que sao controladoras do ciclo celular, a divisao e estrutura das
células, a reparacao do DNA, a apoptose e o metabolismo (Reis, 2006).

Com o advento do estudo do genoma, os genes tém sido descobertos
aos milhares, incluindo muitos que codificam proteinas sem func¢oes ainda
conhecidas (hipotéticas). Diversos projetos de sequenciamento genomico

feitos nos ultimos anos lancaram novas percepc¢oes sobre os mecanismos de
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funcionamento celular responsaveis pela regulacdo da fisiologia dos
organismos sequenciados. No entanto, toda essa informacdo ainda nao é
suficiente, sendo necessaria a complementacao desses dados genéticos com a
determinacao dos niveis de expressio de proteinas e mRNA, codificados por
esses genes sob diferentes condigoes.

A fim de descrever todo o perfil proteico codificado por esses genes de
um dado organismo em determinadas condigées fisiolégicas ou
experimentais, os pesquisadores cunharam o termo proteoma. A analise do
proteoma é cada vez mais importante e informativa para a compreensio da
funcao da sequéncia genomica, pois visa o estudo das varias propriedades
das proteinas como sua sequéncia, atividade e estrutura. Ela permite
determinar quais proteinas sdo condicionalmente expressas, seus niveis de
expressao, sua distribuicdo dentro de uma célula e a ocorréncia de
modifica¢ées pos-traducionais.

A proteomica trata assim da analise sistematica das proteinas
expressas nos tecidos, através do isolamento, separacao, identificacdo e
caracterizacao funcional das proteinas em uma célula, tecido ou organismo.
Sob a luz da toxicogenomica, a proteémica envolve o entendimento funcional
e a expressao e validacdo de determinadas proteinas em resposta a uma
exposicdo a um composto toxico (Hamadeh, 2002). Além da tradicional
técnica de eletroforese bidimensional (2DE), técnicas baseadas em
espectrometria de massa, tanto baseadas em métodos de ionizacdo por
MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization) quanto por ESI
(electrospray ionization), sdo as mais utilizadas na avaliagdo da toxicidade
em medicamentos (Gao, 2009).

A transcriptomica, bem como a proteomica e a metabolomica,
produziram uma grande quantidade de informacées que continua em
crescimento exponencial. O tratamento global desta informacado requer o
auxilio da bioinformatica ou do que vem sendo designado de ciéncia
computacional. A biologia computacional tornou-se uma ferramenta

imprescindivel para coordenacao e sistematizacdo da enorme quantidade de
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informacao adquirida das novas tecnologias “Omicas”. Na biologia de
sistemas estudam-se os genes, os mRNA, as proteinas e metabdlitos num
organismo (através das tecnologias ja referidas), de modo a quantificar as
alteracoes da expressao génica em resposta a uma perturbacido especifica,
por exemplo, a exposi¢cao a xenobioéticos. Com base na informacao recolhida
sdo gerados no computador modelos matematicos interpretativos que devem

posteriormente ser testados para se comprovar sua validade (Reis, 2006).

Conclusdo

Ao longo dos dultimos anos pudemos observar uma exploragio
avancada da toxicologia nas areas da genética e gendmica, com énfase
especial em processos de mutagénese e de carcinogénese ambiental,
avaliacdo do risco e aplicagbes praticas, tanto para medicamentos quanto
alimentos, sem que se esqueca dos contaminantes ambientais. Uma de suas
bases sdo os ensaios de curta-duracao e seu poder preditivo para deteccao de
atividade cancerigena. Outra, sdo os ensaios de mutagénese em ratos
transgénicos, com pesquisa dos mecanismos de acdao e de novos modelos
transgénicos com inativacdo de genes de reparacdo de DNA ou de outros
genes criticos do cancer. Estuda-se, também, a determinacdo de
polimorfismos genéticos, haplotipos e modelos associados a previsio de
susceptibilidade individual para doenca oncoldgica (Fausto, 2010).

A toxicologia genética tem foco nos genotéxicos ambientais, sua
absorcio, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e efeitos no genoma, e
avaliacdo do risco envolvido. Entre suas aplicagoes destacamos: diagnostico
de doencas genéticas, vigilancia da terapéutica, desenvolvimento de novos
farmacos, autorizacdo de introducido no mercado de novos medicamentos de
uso humano e veterinario e de aditivos alimentares (Azevedo, 2010).

O custo do desenvolvimento de medicamentos tem aumentando nos
ultimos anos, e o custo médio estimado de um composto rentavel é estimado
em mais de U$1,7 bilhoes. Entretanto, o nimero de novos medicamentos

aprovados por ano é relativamente uniforme. Uma das razdes para o
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problema incluem as dificuldades no processo de validacdao (Guengerich,
2011).

E incontroverso o interesse da aplicacao das tecnologias genomicas ao
estudo da toxicologia de compostos quimicos, tal como se demonstra pela
emergéncia do campo da toxicogenomica (Reis, 2006). Um dos possiveis
beneficios proporcionados pela estratégia toxicogenomica reside na
descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos para industrias
farmacéuticas. As industrias de cosméticos e de aditivos alimentares
também estdo entre as mais interessadas na validacio destas técnicas.

As técnicas toxicogenoOmicas poderao tornar-se alternativas ou
complementares das técnicas correntemente utilizadas nos protocolos de
avaliacdo da toxicidade. Entretanto, a aplicacdo das novas tecnologias
“Omicas” nao fica limitada aos farmacos ou moléculas candidatas a farmacos.
Tém igualmente sido aplicadas a outros compostos quimicos no ambito da

toxicogenomica (Reis, 2006).
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