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Resumo

A auséncia de informacoes sobre as substancias quimicas quanto ao potencial de
toxicidade a saide humana e ao melo ambiente vem trazendo preocupacgdes ao
longo dos anos. A metodologia in chemico, apesar de abordada mais
profundamente nos Gltimos cinco anos, é conhecida ha muito tempo. Esses modelos
possibilitam a interagdo com outras técnicas como in silico e in vitro e assim a
criacao de modelos alternativos que possam minimizar a experimentacdo animal.
Vem sendo discutida a aplicacdo de modelos in chemico para a predi¢cdo de
endpoints de sensibilizacdo, toxicidade aquatica, hepatotoxicidade e
carcinogenicidade, ja que a toxicidade de uma substancia quimica pode estar
relacionada com a sua reatividade. A preocupacdo quanto ao aumento do uso de
animais em experimentacoes de avaliacdo de toxicidade devido as acgoes
regulatorias como REACH, e também, a questdo da proibicdo de testes com

animais em alguns paises para determinados fins; tornaram evidente a
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necessidade do desenvolvimento e validacdo de métodos alternativos, bem como a
atualizacao por parte de agéncias regulatoérias.

Palavras-chave: In chemico. Avaliagao da toxicidade. Métodos alternativos.
Abstract

The absence of information on chemicals toxicity potential to human health and
the environment has brought concerns over the years. The in chemico
methodology, although further discussed in the last five years, is known for a long
time. These models allow interaction with other techniques such as in silico and in
vitro and thus the creation of alternative models that minimize animal testing.
The applications of in chemico models have been discussed for the prediction of
endpoints such as sensitization, aquatic toxicity, hepatotoxicity and
carcinogenicity, since the chemical toxicity may be related to their reactivity.
Concerns about the increasing of animal use in experiments of toxicity assessment
due to regulatory actions as REACH, and also the ban on animal testing for
certain purposes in some countries, have revealed the necessity of development
and validation of alternative methods, as well as the update from part of

regulatory agencies.

Keywords: In chemico. Toxicity assessment. Alternative methods.

INTRODUCAO

A relacao entre a capacidade de uma molécula reagir quimicamente e suas
propriedades toxicoldgicas vem sendo descrita desde 1930 (Landsteiner e Jacobs,
1936). Essa relacao, amplamente discutida nos ultimos anos, originou a
metodologia in chemico, que utiliza reacgoes organicas simples relacionadas com
dados ja presentes na literatura para estabelecer a relacao entre a reatividade de

uma molécula e o efeito téxico, dando suporte a avaliacdo de toxicidade das
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substancias. A implementagéo de acgoes regulatorias com objetivo de promover a
seguranca quimica, a exemplo do REACH (Registration, FEvaluation,
Authorization, and restriction of Chemicals), tornou necessaria a avaliacdo das
propriedades fisico-quimicas, toxicolégicas e ecotoxicoldgicas das substancias.
Estima-se que o numero de animais utilizados em pesquisas para a avaliacdo da
toxicidade a satide a ao meio ambiente tenha um aumento significativo, mesmo
que a autorizacgao do uso de animais aconte¢ca somente quanto necessario, seguindo
os principios dos 3Rs (replacement, refinement and reduction) (NCR, 2009). A
legislagao européia através da Diretiva de Cosméticos proibe os testes de avaliagao
de toxicidade que utilizem modelos animais nos produtos cosméticos acabados,
bem como seus ingredientes separadamente. A partir de 2013 também havera a
proibicao da comercializacdo na Europa de produtos cosméticos que tenham sido
testados em animais (Unido Européia, 1976).

A necessidade de disponibilizar informacgoes toxicolégicas sobre as
susbtancias quimicas sem aumentar o nimero de animais utilizados e a proibigao
dos testes animais em cosméticos, evidencia a necessidade do desenvolvimento de
métodos alternativos confidaveis que viabilizem a avaliacdo de toxicidade de
substancias quimicas. O ECVAM (European Centre for the Validation of
Alternative Methods) visa informar, aumentar a aceitacdo e validar métodos
alternativos nos preceitos dos 3Rs (Schaafsma et al., 2009). No Brasil,
recentemente foi firmado um acordo da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilanica
Sanitaria) e a Fiocruz (Fundacdo Oswaldo Cruz) para o desenvolvimento de
métodos alternativos com a finalidade de reduzir a utilizacdo de animais, que sera
realizado pelo Centro Brasileiro de Validacao de Métodos Alternativos
(BRACVAM). Muitas metodologias tém sido propostas como, por exemplo, os
modelos in silico, a modelagem in chemico e o testes in vitro. O presente trabalho
tem como objetivo apresentar as bases mecanisticas da reatividade in chemico,
como base para a avaliacdo da toxicidade de substancias, e, as perspectivas desta

abordagem para as Ciéncias Toxicologicas.
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Metodologia in chemico

Uma série de efeitos toxicoldgicos se inicia através de eventos moleculares.
A interacdo de uma molécula reativa com biomoléculas pode ocasionar diferentes
efeitos adversos a saide humana e ao meio ambiente (Asturiol e Worth, 2011).
Considera-se que o efeito toxico pode acontecer através de ligagoes covalentes e nao
covalentes (Hilson e Roberts, 1992). As ligacdbes nao covalentes sao aquelas
produzidas por espécies como oxigénio reativo, anions superoxidos, radicais
hidroxila, peréxido de hidrogénio, ja presentes no organismo humano e que podem
ocasionar a morte celular (Hilson e Roberts, 1992).

As ligacoes covalentes entre substancias quimicas e macromoléculas sao
relatadas como um dos fatores que predispde a toxicidade a um alvo especifico.
Para a substancia produzir um efeito toxico ela pode reagir quimicamente e formar
uma ligacdo covalente com uma macromolécula, tais quais peptideos, proteinas e
acidos nucléicos (Schultz et al., 2006). Neste tipo de mecanismo de toxicidade, as
ligacbes as biomoléculas de diferentes funcionalidades no organismo definem o
endpoint (efeito final) produzido pela substancia.

Um dos mecanismos que explicam esse efeito é que a macromolécula ao se
ligar a molécula téxica, modifica sua estrutura restando impossibilitada de exercer
sua funcdo, outro mecanismo é pela formacdo de imuno-complexos (Hilson e
Roberts, 1992). Essas ligagoes ndo sao especificas, mas podem desencadear uma
série de reacOes no organismo, ocasionando irritacdo e sensibilizacdo da pele e
trato respiratorio, disfuncdo no sistema imune, toxicidade a reproducio,
mutagenicidade, carcinogenicidade, entre outros efeitos adversos (Schultz et al,
2006).

Os mecanismos de ligagoes podem ser diversos. A substancia age
basicamente como um eletréfilo e se liga a um nucleéfilo presente nas proteinas
humanas, os aminoacidos atuam no papel desses nucleéfilos. Os endpoints que

possuem estudos relacionados a interpolacdo de resultados com a toxicidade
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reativa sdo a sensibilizacdo dérmica, sensibilizacdo respiratoria, toxicidade
aquatica, mutagenicidade, hepatotoxicidade (Asturiol e Worth, 2011), toxicidade
aguda e carcinogenicidade (Schwobel et al., 2010). Os métodos in chemico sao
elaborados a partir de dados de estudos prévios da toxicidade das substancias e de
estudos epidemioldgicos para a comparacao dos resultados obtidos quimicamente e
verificacdo da exatiddao do método proposto. As informacoes obtidas de modelos in
chemico comparadas com dados existentes na literatura podem ser utilizadas para
desenhar modelos QSAR e de read-across para determinar a toxicidade dentro de
uma classe quimica (Schultz et al., 2009).

Modelos utilizando reatividade do tiol foram descritos (Asturiol e Worth,
2011), porém as moléculas de baixo peso molecular estdo sendo substituidas por
nucleotideos pequenos ou grandes (com mais de um residuo de aminoacido), pois
tém melhor similaridade com proteinas, apesar de ndo mimetizarem a estrutura
em 3D das proteinas humanas. Também podem ser utilizadas as proprias
proteinas humanas, o que melhora a extrapolacdo dos resultados para o real
(Roberts e Patlewicz, 2009). Além de aproximar a molécula reativa a uma proteina
é necessario aproximar as condicoes da reacdo para as condicbes fisioldgicas
(Asturiol e Worth, 2011), assim, reacoes em condi¢oes extremas nao devem ser
consideradas, pois néo irdao acontecer no organismo humano.

A avaliagcdo da toxicidade apenas pelos grupamentos presentes nas
moléculas ndo é a maneira mais correta, pois grupos iguais ndo necessariamente
atuam da mesma forma em uma reacido quimica. Os dominios funcionais que
definem como a molécula ira reagir, além de outras variaveis como, quantidade de
substituintes, posicdo dos dominios, tamanho da molécula, entre outras, podem
variar por diversos fatores (Asturiol e Worth, 2011).

A glutationa (GSH), utilizada em diversos trabalhos e modelos, consiste em
um tripeptideo com um residuo de tiol do aminoacido cisteina, e é descrita por ter
grande efetividade, reatividade além de estar presente em grande concentracgio
nas células e participar de muitos processos fisidlogicos importantes (Schwobel et

al., 2010). Niveis baixos de GSH tém sido relacionados com doencas como cancer,
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asma, Alzheimer e Parkinson (Asturiol e Worth, 2011). Modelos in chemico
utilizando a glutationa tém sido utilizados para a sensibilizacdo (Aptula et al.,
2006), hepatotoxicidade (Bolton et al., 1992) e toxicidade aquatica (Roberts et al.,
2010). Peptideos com mais residuos de aminoacidos podem melhor mimetizar a
reacdo que acontece no organismo, pois as moléculas das substancias a serem
testadas tém possibilidades diferentes de ligacdo com a proteina. As moléculas
podem reagir com qualquer residuo nucleofilico presente em aminoacidos e um
numero grande de substancias tem mais de um dominio eletrofilico podendo gerar
diversas possibilidades de reacdes (Aleksic et al., 2009). Estudos utilizam uma
variedade de peptideos, como, por exemplo, residuos de lisina e tirosina (Wass e
Belin, 1990) ou residuos diversos como lisina, cisteina, histidina, alanina, arginina
e tirosina (Aleksic et al., 2009). Todos os estudos mostram uma boa correlacao
entre a reatividade das substancias e o efeito toxico, porém mais estudos sao
necessarios para desenvolver métodos que mimetizem outros processos que
acontecem no organismo como, por exemplo, a metabolizacgao.

O in chemico propoe metodologias que utilizem de moléculas simples a
complexas, incluindo uma capacidade metabdlica para o sistema estabelecer a
extensdo e o tipo de reatividade, identificacdo dos complexos formados e a
determinacao de endpoints através de uma determinacao qualitativa (reativa, nao
reativa) até quantitativa (Cronin et al., 2009).

Nesse ambito entra a possibilidade de integrar as técnicas atualmente
conhecidas como in vitro, in chemico e in silico para melhor modelar os testes de
avaliacao de toxicidade. E 1importante ressaltar que a metodologia in chemico nao é
semelhante a metodologia in vitro, pois nao utiliza-se de materiais bioldgicos
apesar de alguns utilizarem enzimas entre outros, a metodologia usa basicamente
as reacoes quimicas organicas das moléculas e os dados presentes em estudos ja

realizados (Cronin et al., 2009).

Mecanismos de reacao
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O mecanismo descrito como mais importante de ligacdo de substancias
quimicas com proteinas é a Adicdo de Michael, mas também sao descritas as
reagoes de Substituicdo nucleofilica (Sn2), Substitui¢cdo nucleofilica aromatica
(SnAr), Reagente de Schiff e reacgoes de acilagao (Chipinda et al., 2011). Os tipos de
fragmentos das moléculas definem o dominio de reacdo. Uma molécula pode ter
mais que um dominio de reacdo e pode reagir tanto predominantemente por um
dos mecanismos como também por mais de um mecanismo (Aptula e Roberts,
2006). E importante também identificar moléculas pré eletrofilicas, ou seja,
moléculas que apds um processo de metabolizacdo ou transformacao abidtica se
tornam agentes eletrofilicos tornando-se reativas. Esses efeitos sao muito
importantes para certos end points como, por exemplo, a carcinogenicidade e
mutagenicidade e menos relevantes no caso da sensibilidade dérmica (Aptula e

Roberts, 2006).
Adi¢do de Michael

As substancias que reagem por esse mecanismo de reacado possuem dupla ou
tripla ligacao e um substituinte retirante de elétrons tais como CHO, COR, CO2R,
CN, SOz2R, NOgz e grupos heterociclicos como 2 ou 4 piridino. Grupos doadores de
elétrons afetam a reatividade da molécula, resultando em uma fraca ou néao
interagdo com proteinas. Os substituintes alfa e beta dos carbonos também
modificam a reatividade da molécula, seguindo o mesmo principio, se o
substituinte doar elétrons a molécula torna-se menos reativa e se retirar elétrons a
molécula torna-se mais reativa. As moléculas chamadas de proé-aceptores de
Michael, quando sofrem reacbes, como oxidacdo em contato com o ar ou
metabolizagao pelo organismo podem se tornar reativas e produzir o efeito toxico,
substancias que conhecidamente sofrem essa transformacio sido as para e orto
quinonas. A reacado de adicdo de Michael é reversivel, portanto o equilibrio de

reacdo também influencia no resultado final e no efeito causado no organismo
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(Aptula e Roberts, 2006). Esse mecanismo de reagao também foi utilizado para o

desenvolvimento de modelos read across (Schultz et al., 2009).

2 N
XX ¥ ) Nu—Protein ——» > Protein

Figura 1. Mecanismo de reagio de Adi¢do de Michael, figura adaptada de Aptula e Roberts, 2006.

Substituicdo nucleofilica aromdtica - SNAr

As moléculas reativas para esse mecanismo sao anéis aromaticos com um
substituinte halogénio ou pseudo- halogénio e em posi¢ao orto ou para ao halogénio
deve possuir pelo menos dois substituintes retirantes de elétrons como NOg, CN,

CHO, CFs, SOMe, SO2Me e nitrogénio presente no ciclo (Aptula e Roberts, 2006).
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Figura 2. Mecanismo de reacdo de Substitui¢do nucleofilica aromatica, figura adaptada de Aptula
e Roberts, 2006.

Substituicdo nucleofilica de segunda ordem - SN2

As substancias que sofrem esse tipo de reacao sido facilmente reconhecidas.
Substancias compostas por grupos benzilicos, alilicos e alquil primarios ligados a
grupos de saida como OSO2R e OSO20R sendo que R pode ser tanto um grupo
alifatico como aromatico. Quanto menor o grupamento alquila maior a rapidez da
reacdo. Quando o grupo de saida é ligado a um grupo alquila secundario na
maioria dos casos a molécula nio reage de maneira suficiente para produzir o
efeito no organismo, uma excecao é se carbono secundario fizer parte de um anel,
nesse caso essas substancias sdo sensibilizantes moderados. As moléculas sao
desativadas por halogénios ligados ao carbono beta. Anéis compostos por enxofre

também sofrem esse mecanismo (Aptula e Roberts, 2006).
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Figura 3. Mecanismo de rea¢do de Substitui¢do nucleofilica de segunda ordem, figura adaptada de
Aptula e Roberts, 2006.

Base de Schiff

Os compostos que reagem de acordo com esse mecanismo de reagdo sao os
compostos carbonilicos como aldeidos alifaticos, a,B8-dicetonas, a-cetoesteres e os
sistemas hetero-insaturados como composto C-nitroso, hidrocarbonil, cianatos,
1socianatos e isotiocianatos. As monocetonas simples e os aldeidos aromaticos nao
reagem dessa forma. Nao é totalmente estabelecido que as reacées no organismo
sejam via formacido da base de Schiff, porém ha uma boa transposicdo de dados
com a sensibiliza¢do dérmica e alguns modelos Qsar foram desenvolvidos com base

nesse conceito (Aptula e Roberts, 2006).

6Wz A NH5—Protein ———» =N—Protein

Figura 4. Mecanismo de reagdo de formacdo de base de Schiff, figura adaptada de Aptula e
Roberts, 2006.

Agentes acilantes

Reagem através desse mecanismo os ésteres eletrofilicos como os
carboxilatos e carbonatos, nos quais o grupo substituinte deve ser um halogénio ou
um bom grupo de saida. Reagem também os anidridos ciclicos e nao ciclicos, o
sulfonil, fosforil e tioacil. As substancias que reagem por esse mecanismo

geralmente sdo eletréfilos fortes (Aptula e Roberts, 2006).
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Figura 5. Mecanismo de reagdo de agentes acilantes, figura adaptada de Aptula e Roberts, 2006.

Sensibilizacao

A sensibilizacao pode ser causada por dois tipos de moléculas, as moléculas
de alto peso molecular (maior que 1000 daltons) e as moléculas de baixo peso
molecular (menor que 1000 daltons) (Lalko et al., 2011). As moléculas de alto peso
molecular sdo reconhecidas pelo organismo na forma como se encontram, e assim
ativam a resposta imune. Por outro lado as moléculas de baixo peso molecular se
ligam direta ou indiretamente a uma proteina e sao internalizadas processadas ou
metabolizadas e dispostas para que o organismo as reconheca, essas sao chamadas
de haptenos (Chipinda et al., 2011). Os mecanismos de sensibilizacdo dérmica e
respiratéria apesar de ter passagens semelhantes, diferem entre si em varios
aspectos.

A sensibilizagao dérmica tem métodos validados e um grande acervo de
dados sobre os sensibilizantes, enquanto que a sensibilizagdo respiratéria tem
poucos dados, em comparacdo a primeira. Isso se deve, provavelmente, a seu
mecanismo de desencadeamento da resposta imune nao ser muito bem elucidado,
os dados provirem basicamente de estudos epidemiolégicos em humanos e também
pelas diversas formas de manifestacdo da reacao alérgica respiratéria (Hopkins et
al., 2005). As diferencas entre as respostas imunes desses dois tipos de
sensibilizacdo podem estar relacionadas ao fato de cada resposta estimular uma
linhagem diferente de células, pois a sensibilizacdo dérmica ativa principalmente
as células Th1 e a sensibilizacao respiratoria ativa principalmente as células Th2,
ocasionando a liberacdo de diferentes interleucinas e fatores de ativacido celular
(Lalko et al., 2011). A eletroficilidade da molécula ou sua capacidade de reagir com
o nucledfilo presente nas proteinas humanas apenas néo distingue um
sensibilizante dérmico de um sensibilizante respiratério. Os diferentes dominios de
interacdo mostraram-se ser importantes para a distin¢ido do efeito, e a capacidade

de descobrir onde e como as moléculas interagem pode desempenhar um papel
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importante na modelagem de testes in vitro para esses dois endpoints (Chipinda et
al., 2011).

O local da reacdo e a natureza do antigeno tém papel fundamental na
resposta do organismo, pois influenciam diferentes respostas no organismo, porém
como acontece esse efeito ndo é bem elucidado (Hopkins et al., 2005). A
sensibilizacdo dérmica geralmente desencadeia uma reacdo de hipersensibilidade
do tipo 1 e a sensibilizacio respiratoria desencadeia a hipersensibilidade do tipo 2.
As substancias quimicas que produzem a resposta imune do tipo 1 demonstraram
ligar-se a proteinas celulares e as substancias que produzem resposta do tipo 2
ligaram-se preferencialmente a proteinas do soro. Essas ligacoes preferenciais néo
foram relacionadas a reatividade de diferentes aminoacidos (Hopkins et al., 2005).
Esse conhecimento pode ser importante para a modelagem de testes in vitro de
sensibilizantes com reatividade conhecida, podendo distingui-los de sensibilizantes

dérmicos e respiratorios.
Sensibilizacdo dérmica

A sensibilizacdo dérmica é um dos endpoints de maior preocupacao, pois
além de ter grande importancia ocupacional, ndo existem testes in vitro para a
avaliacdo desse endpoint. O teste utilizado atualmente para a avaliacdo da
sensibilizag¢ido dérmica é o Local Limph Node Assay (LLNA) que substituiu o teste
de maximizacao em Porquinhos da india, teste mais invasivo (Asturiol e Worth,
2011). Com as premissas do REACH, de tornar acessivel os dados de toxicidade a
saude humana, e a proibi¢cao do uso de animais em testes de produtos cosméticos,
uma vez que a sensibilizacdo dérmica nio possul uma metodologia in vitro, ha a
necessidade do desenvolvimento de metodologias alternativas na avaliacdo desse
endpoint. A sensibilizacdo dérmica é atualmente o modelo in chemico mais
estudado e tem varias técnicas propostas.

O mecanismo biolégico da sensibilizacao dérmica consiste na penetracao do

estrato corneo pela substancia, baseada, entre outros fatores, na sua lipofilicidade
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expressa pelo coeficiente de particdio n-octanol/agua (logKow), para que
disponibilize essa substancia na epiderme e ocorra a posterior ligacdo com
proteinas formando um complexo imune. Esse complexo é reconhecido e processado
pelas células de Langerhans que migram para o linfonodo e ativam os linfécitos T
produzindo a reacao alérgica (Chipinda et al., 2011). Estudos mostram que o
logKow nao é fator limitante para a sensibilizacdo dérmica, pois algumas
substancias que possuem baixo valor de logKow se mostraram sensibilizantes
(Roberts e Patlewicz, 2009). Concluiu-se que além dos processos biolégicos para
ocorrer a sensibilizacdo dérmica, a ligacdo covalente as proteinas é um fator
importante uma vez que substancias que nao sao capazes de reagir quimicamente
com proteinas nao produzem esse efeito (Roberts e Patlewicz, 2009).

A pele é a interface do organismo com o ambiente externo e por esse motivo
possuiformas de metabolizacdo de moléculas para evitar a producio de um efeito
toxico, sendo que essa metabolizacio esta dividida em fase I e fase II (Karlberg et
al., 2008). Na fase I, acontece a metabolizacdo da substancia pelas enzimas
presentes na pele como isoenzimas do citocromo P450, desidrogenases, esterases,
amidases e monooxigenases. Apds esse processo a substancia passa pela fase II,
sofrendo metabolizacdo por enzimas como sulfatases, glucuronidases e glutationa
que tem por funcdo aumentar a hidrofilicidade da molécula para que seja melhor
eliminada, é o processo de desintoxicacao (Pease et al., 2003). Se um intermediario
dessas reacgoes nao é bem metabolizado pode se ligar a acidos nucléicos resultando,
com o tempo, em carcinogénese (Pease et al., 2003). As moléculas que se ligam
covalentemente a essas enzimas e proteinas e impedem que a mesma exerca seu
efeito causa entdo o efeito toxico, nesse caso, sensibilizacio ou irritacdo cutanea.

As substancias nao sensibilizantes podem ser transformadas em
sensibilizantes: sdo os pré-haptenos e os proé-haptenos. Os pré-haptenos sao
substancias que apds passarem por um processo de oxidacao, por exemplo, pelo ar,
tornam-se reativos e os pro-haptenos se tornam reativos apds passarem por
metabolizacdo do organismo (Karlberf et al., 2008). Os pré-haptenos podem ser

previstos pela relacdo estrutura atividade, porém apenas para classes de
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substancias conhemdas. E importante o desenvolvimento de métodos que
mimetizem essa metabolizacdo. No estudo de Bergstrom et al.(2007) foi
desenvolvido um coquetel de enzimas do citocromo p450 da pele, mostrando o
comeco do desenvolvimento de técnicas que possam prever células que atuem como
pré-haptenos (Bergstrom et al., 2007). Outras técnicas para evitar falsos negativos
dos pro e pré haptenos tem sido discutidas. O sistema denominado Direct Peptide
Reactivity Assay (DPRA), atualmente em estado de validacdo pelo ECVAM
(Cronin et al., 2009), utiliza 2 tipos de peroxidases e o sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (HPLC/MS)
mostrou ser outro inicio de desenvolvimento de técnicas in vitro promissoras
(Gerberick et al., 2009).

Os mecanismos de reacao quimica propostos para a sensibilizacao dérmica
sao: Adicdo de Michael (aceptores e pré-aceptores de Michael), Substituicio
nucleofilica (Sx1 e Sn2), Substituicido nucleofilica aromativca (SNAR), Reagente de
Schiff e reacoes de acilagdo (Chipinda et al., 2011). Ferramentas adicionais como
cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas podem ser
integradas aos sistemas de reacoes que utilizam varios residuos de aminoacidos,
possibilitando a qualificacdo e quantificacdo do efeito, distribuindo as substancias
em 3 categorias: Sensibilizantes fortes, moderados e fracos, assim como no teste de
LLNA (Aleksic et al., 2009).

Nos compostos aromaticos com muitos grupamentos é dificil de propor o
mecanismo de reacdo, pois possuem varios dominios funcionais e diversas
possibilidades, porém pode-se ressaltar dois mecanismos como principals: a
oxidacao eletrofilica e a formacao de radicais livres que reagem com as proteinas
como o sal de Wirster (Aptula et al., 2009). As moléculas que demonstram
reatividade aos peptideos como a glutationa, podem ser consideradas
sensibilizantes, porém o contrario nem sempre é verdadeiro, pois moléculas que
nao sao eletrofilicas nos ensaios podem também ser sensibilizantes (Wass e Belin,

1990). A reatividade com a glutationa e o teste de in vitro TETRATOX foram
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associados em estudo por Aptula et al., (2006), demonstrando uma alta
confiabilidade na predi¢ao da sensibilizagao.

A dificuldade da metodologia in chemico é mimetizar as reagées no
organismo como, por exemplo, as mudancas de pH, pois o pH da pele é 5,5 e 0 pH
fisiologico é 7,4. Essas diferencas modificam o modo como a molécula reage
organicamente, modificando a reatividade do nucleéfilo. Ha também a dificuldade
da predicdo de moléculas que precisam passar por reagées de oxidacdo ou
metabolizacdo para produzir o efeito téxico, como o caso dos préo e pré haptenos.
Porém a vantagem de se realizar um ensaio in chemico pode ser notada, pois
apesar da avaliacdo do grupo funcional fornecer uma boa predicdo de como as
moléculas irdo reagir, algumas moléculas com os mesmos grupos funcionais nio
necessariamente reagem da mesma maneira. A experimentacao também minimiza
a falsa predicao de outliers.

A utilizagao de metodologias integradas para o desenvolvimento de um
método alternativo que nao utilize animais para a predi¢cdo da sensibilizagao

dérmica tém se mostrado o melhor meio de se alcancar esse objetivo (Natsch et al.,

20009).
Sensibilizagdo respiratoria

A sensibilizagdo respiratoria é um desafio para a avaliacao de toxicidade de
substancias, pois ha atualmente poucos métodos aceitos para o estudo desse
endpoint, 1sso deve-se ao fato do mecanismo imunolégico ndo ser bem elucidado,
diferentemente da sensibilizacdo dérmica. A sensibilizacdo respiratéria tem
grande importancia no ambito ocupacional por sua consideravel taxa de
mortalidade (Kimber et al., 2007). A asma ocupacional também tem sido
relacionada com a reatividade funcional de grupamentos presentes nessas
substancias sensibilizantes, mostrando a associacdo entre a reacdo quimica e o
desenvolvimento da doenca, tendo isso como conceito, modelos QSAR foram

desenvolvidos (Jarvis et al., 2005).
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A toxicidade respiratoéria pode ocorrer de duas formas. Uma é a ligacéo
quimica covalente entre as moléculas toxicas e as macromeléculas presentes no
organismo e a outra devido a suas interacgbes fisicas (Ferguson, 1939). As
interacoes fisicas seriam interagées fracas nao covalentes, interacoes
eletrostaticas, forcas de Van der Walls e interacoes hidrofébicas, que causariam
irritacdes no trato respiratéorio. E as interagées quimicas sdo as interacgées
covalentes e irreversiveis que podem resultar nas reacoes de hipersensibilidade.

A resposta imune respiratéria a alergenos protéicos é baseada na producao
de IgE, porém nao ha uma ligagdo clara entre essa imunoglobulina e a
sensibilizacdo por compostos quimicos (Lalko et al., 2011). A relacdo entre
substancias conhecidamente sensibilizantes respiratérios e grupamentos
funcionais reativos ¢é estabelecida em diversos estudos, mostrando que a
quantidade de grupos reativos tem relacao direta com a capacidade de desencadear
a resposta imune, diferentemente da sensibilizacdo dérmica que nao tem relacgao

direta a quantidade de centros reativos (Lalko et al., 2011).
Genotoxicidade e Carcinogenicidade

A reatividade de um composto quimico pode também levar ao
desenvolvimento de carcinogenicidade, genotoxicidade e mutagénese (Asturiol e
Worth, 2011) por diferentes meios. A molécula se liga a proteinas do organismo e
causa um dano ou efeito que leva ao desenvolvimento de cancer, ou como estudado
mais recentemente, a molécula se liga ao proprio DNA da célula causando assim o
efeito toxico (Hilson e Roberts, 1992). Foi demonstrado que os compostos muito
reativos formados através da metabolizacdo ou da conjugacido com a glutationa
podem ligar-se a moléculas de DNA produzindo efeito genotoxico (Miller et al.,
1998).

O desenvolvimento de cancer por substancias através da ligagdo com
proteinas do organismo acontece e seu mecanismo ¢ conhecido em diversos casos.

Complexos carcinogénicos de proteinas como a albumina e a hemoglobina sao
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utilizados como marcadores de exposicdo. Em fumantes o nimero de complexos
protéicos chega a 15 incluindo 2 conhecidos como carcinogénicos (Hilson e Roberts,
1992). Estudos moleculares de dosimetria sio utilizados para demonstrar a
presenca desses compostos em situagoes de desenvolvimento de cancer. Uma
mesma substancia pode modificar diversas proteinas do organismo e assim
podendo desencadear a resposta apenas com um desses compostos formados. Para
poder prever esse efeito e eliminar ao maximo o numero de falsos negativos, tem-se
que estudar todos os complexos possiveis de serem formados e suas possiveis vias
de produzir o efeito (Liebler, 2008). A avaliacdo da carcinogenicidade se torna
muito complexa e necessita mais estudos para o melhor entendimento da

correlacido entre a reatividade e o efeito.
Hepatotoxicidade

A reatividade das substancias também tem um papel importante para a
hepatotoxicidade. A metabolizagcdo pelo figado de substancias quimicas e
medicamentos pode ocasionar a formacio complexos de proteinas, que podem ser
responsaveis por produzir o efeito toxico (Liebler, 2008). A importancia desses
complexos reativos para a producio do efeito téxico depende da proporcao na qual
ele é produzido, a meia-vida do intermediario reativo e a sua habilidade em ligar-
se a biomoléculas (Castell et al.,, 1997). Um dos mecanismos conhecidos de
toxicidade hepatica é pela deplecdo de GSH nos hepatécitos (Bolton et al., 1992). A
forma oxidada de GSH nas células tem uma concentracdo maxima que niao deve
ser excedida, e quando esta é atingida, as células precisam eliminar a GSH
oxidada, como por exemplo, nos casos em que o metabdlito produzido pela
metabolizacao do figado é eliminado através da glutationa. Assim a célula deve
produzir GSH para retomar a quantidade perdida, o que causa um grande gasto de
energia podendo desestabilizar o balango energético da célula (Castell et al., 1997).
A deplecao de GSH da mitocondria e a alta producdo de ATP podem causar

deficiéncias mitocondriais, outro mecanismo de toxicidade hepatica (Castell et al.,
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1997). Portanto, podemos mais uma vez relacionar a reatividade de substancias a

glutationa como causadora de efeito toxico.
Toxicidade Aquatica

A toxicidade aquatica pode ser desencadeada por diversos mecanismos, mas
se 1nicia por uma interacao quimica entre as substancias e o ambiente aquatico
(Schultz et al., 2006). A toxicidade é dependente da hidrofobicidade, da
eletrofilicidade do orbital molecular e da estrutura molecular da substancia
(Yarbrough e Schultz, 2007) e pode ocorrer por diversos efeitos como o de narcose
ou reatividade das moléculas. Em ambos os casos ha a mudanca covalente de
nucleéfilos presentes nos sistemas biolégicos (Roberts et al., 2007). A reatividade
das substancias com GSH foi testada e demonstrou-se uma boa correlacdo com a
toxicidade aquatica, sendo que comparando os dados com estudos ja existentes, as
substancias que nao produzem esse efeito mostraram ser nao reativas a glutationa
(Roberts et al., 2007). O principal mecanismo de reacdo relacionado foi o de

substituicdo nucleofilica (SN2), porém outros mecanismos também sdo descritos.
A interface in chemico e in silico

A metodologia in chemico ja foi utilizada com diversas abordagens além de
demonstrar a reatividade como fator inicial da toxicidade de substancias quimicas.
Como ja descrito, a metodologia in chemico pode ser utilizada no estudo da
toxicidade de drogas como para prever o risco de medicamentos de produzir efeitos
adversos no organismo, como intolerancia ao alcool, formacao de espécies reativas
de oxigénio e interacées medicamentosas ou a toxicidade de drogas ao figado, pele
e sistema hematopoiéticos e também a distingdo do comportamento de drogas no
organismo (Cronin et al., 2009). Entendendo as interacdes e reacoes, podemos
prever a toxicidade sem utilizar animais. A base da reatividade abordada nos

estudos descritos é a eletroficilicidade das substancias quimicas, porém outras
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radicais livres e espécies reativas de oxigénio, pois causam toxicidade e podem ser
modeladas (Cronin et al., 2009). A relacdo entre a toxicidade e a reatividade
quando bem estabelecida pode dar origem a modelos de toxicologia computacional,
ou seja, a metodologia in silico.

Muitas das técnicas utilizadas na metodologia in chemico podem dar origem a
modelos QSAR de estrutura-reatividade com a finalidade de diminuir ou evitar o
uso da experimentacdo quimica, desenhar modelos para prever a toxicidade e
também estudar os modelos mecanisticos trazendo mais informacées dos dominios
quimicos (Cronin et al., 2009). O conhecimento dos mecanismos de reacao também
pode ser utilizado para odesenvolvimento de modelos de read-across (Schultz et al.,

20009).
Consideracoes finais

Atualmente a preocupacio com o sofrimento de animais utilizados em testes
que avaliam efeitos a saude, tem aumentado e trouxe a necessidade de minimizar
ou até substituir os animais nas pesquisas. Na Europa com a instituicdo do
REACH e a proibi¢ao de testes em animais em cosméticos, vém sendo pesquisadas
novas metodologias que poderao substituir os testes existentes.

O Brasil também tomou frente a esse problema e a ANVISA criou o Centro
Brasileiro de Validacao de Métodos Alternativos, pioneiro na América do Sul. O
primeiro passo foi dado, porém ha muito a ser feito ainda em relacdo a diminuicéo
da dependéncia da experimentacao animal. A politica, adotada por diversas
industrias quimicas e industrias relacionadas, do livre acesso as informacoes
toxicolégicas de substancias em conjunto da grande quantidade de produtos
exportados pelo pais para a Comunidade Européia trouxe também para o Brasil a
necessidade da realizagdo de ensaios toxicolégicos. Para tal, seria uma grande
vantagem, o investimento nos métodos alternativos, pois além das questoes éticas

e morails envolvidas na experimentacao animal, os testes alternativos tém menor
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custo, podem oferecer resultados com menor variabilidade e em tempos mais
curtos quando comparados aos testes em animais. Alguns fatores podem
influenciar no desenvolvimento dos métodos, tais quais a aceitagdo dos critérios
propostos pelas autoridades competentes e o investimento em institui¢ées de
pesquisa, como as Universidades brasileiras.

A metodologia in chemico, que voltou a ser estudada nos ultimos anos, é
descrita desde a década de 1930, demonstrando resultados muito promissores e
esta atualmente com um método proposto para a sensibilizacdo dérmica em estado
de validagao pelo ECVAM. Além disso, os dados obtidos com esses modelos in
chemico podem ser utilizados para o desenvolvimento de modelos QSAR em
Toxicologia Computacional. A integracao entre as metodologias in silico, in
chemico e in vitro tém mostrado a producao de avaliagées completas quanto aos
perigos das substancias quimicas e pode trazer solugbes para a substituicdo da

experimentac¢ao animal.
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