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AVALIACAO DA TOXICIDADE

Profa. Lucia Regina R. Martins

Toda substancia pode ser um agente toéxico...

v'depende das condicdes de exposicdo:
= dose/concentracdo administrada/absorvida
= duracao: tempo e frequéncia
= via de administracao (respiratoéria, oral, dérmica, parenteral)

» porém muitas substancias podem ser usadas de forma segura...
v’ se as condic¢des de exposicdo forem mantidas abaixo dos niveis de tolerdncia

» quando ndo é possivel definir limite de tolerancia: a exposicdo deve ser evitada

Toxicidade: capacidade de uma substancia causar dano ou morte
v’ Avaliacdo da toxicidade envolve: intensidade do efeito adverso;
concentracdo/dose;
duracao da exposicao.
v’ Alta toxicidade - efeito tdxico em baixa dose/conc.
v’ Baixa toxicidade - necessario altas concentracdes/doses para o efeito
v'baixa toxicidade aguda: ainda pode ser carcinogénico ou teratogénico




Classificacdo da intoxicacao:

UDuragdo da Exposi¢do
* Aguda: curta duragdo; dose Unica/multipla (24h); manifestacdo rapida
* Subaguda: médio prazo (dias/semanas); exposi¢coes repetidas/frequentes
* Cronica: longo prazo; exposicdes repetidas™.

Ulintensidade dos efeitos:
* letal (grave)
* moderada
* leve

v’ Efeitos podem ser: agudos (com regeneracdo) e
cronicos (exposicao aguda ou cronica)

v’ Diagnéstico: fases subclinica (biomarcadores) e clinica

Mecanismos manifestacdao da toxicidade crbnica:
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s¢Fatores que interferem na Toxicidade:

v’ propriedades fisico-quimicas da substancia

v’ condicBes de exposicio

v’ susceptibilidade do organismo: idade, estado de saude,
genética (variacdes entre espécies e entre populacdes)

+* Como estabelecer o nivel de exposicdo toleravel a uma substancias? \

» depende do que é considerado como efeito toxico/adverso:
= morte,
= variagdo de peso corporal/érgdos, crescimento,
= alteragdes anatdmicas/patoldgicas,
= alteracOes bioquimicas: niveis enzimaticos, hemoglobina, etc...

v manifestacdo do efeito tdxico = exposicdo se sobrepde a capacidade de
adaptacao do organismo (manutencdao da homeostasia)

v’ capacidade funcional: modificacdes bioquimicas, morfo e fisioldgicas sem
manifestacao de efeitos toxicos

k\/dificil diferenciar o limiar entre adaptacao e efeito téxico /

Tipos de Efeito Toxico:

1. Local ou sistémico (drgaos-alvo apds absorcao, distribuicdo, bioativacao)

2. Imediato (logo apds exposicao) ou retardado (ex.: carcinogénico)

3. Reversivel (desaparece apds cessar exposicao) ou irreversivel

4. Morfolagico (ex.: necrose), Funcional (alteracdo reversivel) e Bioquimico
(sem alteracdao morfoldgica aparente)

5. Somatico (func¢des vegetativas) ou germinal (reproducao, descendentes,
tumores)

6. Alérgico (hipersensibilidade mediante sensibilizacdo anterior) ou

idiossincrasico (reatividade anormal e geneticamente determinada)




Dose-resposta e Concentracdo-resposta

v’ relacdo entre a exposicdo e o espectro de efeitos toxicos observados.

Dose: quantidade de substancia administrada ao organismo em relacao ao seu

peso corporal (ex.: 10 mg/Kg)
= via de administracdo: dose administrada pode ser # dose efetiva (absorvida)
Concentracdo: quantidade a qual os organismos vivos estdao expostos.

/ » Critérios para estabelecer curva dose/resposta:

* resposta analisada é devida a administracao da substancia

* resposta esta relacionada com a dose

* avaliacdo da resposta deve ser quantificavel (selecao de end point
representativo de toxicidade)

* grande numero de animais-teste (representatividade estatistica)

N /

» Resultados graficos: distribuicao da frequéncia de resposta X
dose/concentragdo:

+ sensiveis

% de organismas que respondem

Curva Gaussiana

v'maior % de individuos respondem em conc. média +/- 1DP —

v’ em testes agudos: determina DL50 ou CL50 (mais significativo) @




+¢ Resultados Graficos: Curva Dose/Concentrac¢do X resposta
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»aplicada para determinar dose letal 50% (DL50) ou concentracdo letal 50% (CL50)

» se o efeito observado n3do for morte: DE50 ou CE50
»Determinacdo de valores limite:
* menor dose/concentracdo que produz resposta detectavel (LOEL)*
* maior dose/concentracdo em que ndo se observa efeito (NOEL)*

*LOEL: Low Observed Effect Level aplicados para determinar padrdes
NOEL: No Observed Effect Level de regulamentagﬁo

+»* Resultados Graficos: Curva Dose/Concentrag¢ao X resposta
distribuicao de frequéncia cumulativa

» Efeito Agudo X Efeito Cronico:
v'em geral respostas mais severas sdo observadas em concentracdes/doses

mais altas;
v’ pardmetros obtidos em testes agudos s3o usados em ensaios de exposicdo

de médio e longo prazos.
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» Classificacdo de Toxicidade a partir de DL50 ou CL50:

= faz referéncia a duracao e via de exposicao, excipiente, espécie animal testada*®

Comunidade Européia:

DLg( oral para ratos
(mg/kg peso corporeo)

Categoria

Muito téxico menor que 25

Toéxico de 25 a 200
Nocivo de 200 a 2.000

e
» LimitacOes dos valores DL50/CL50:

* ndo informa o tipo (forma) da curva obtida

* valores de dose/concentragdo limite em geral sdo diferentes mesmo
para substancias com mesmo DL50/CL50: mecanismos diferentes (ndo
adequado para comparacao de toxicidade)

Tabela 5.3 DL, aproximada de alguns agentes toxicos.

Agente Animal Via DLsy (mg/kg)
Alcool etilico camundongo oral 10.000
Cloreto de s6dio camundongo 1P 4.000
Sulfato ferroso rato oral 1.500
Sulfato de morfina rato oral 900
Fenobarbital sédico rato oral 150
p,p’-DDT rato oral . 100
Picrotoxina rato SC a
Sulfato de estricnina rato 1P
Nicotina rato v
d-Tubocurarina rato v 0,5
3-Hemicolinio rato v 0,2
Tetrodotoxina - rato v 0,1
Dioxina (TCDBD)* cobaia v 0,001
Toxina botulinica rato v 0,00001

IP = intraperitoneal; IV = intravenosa; SC = subcutanea.
*2,3,6,7-tetracloridibenzodioxina.
Fonte: Loomis, 1996.




Classificagcdao de substancias quimicas conforme toxicidade

Administracéo por via oral

DLso — ratos
Cat i L. E |
ategoria (dose oral dnica) xemplos
. Fluoracetato de sédio,
Tascmaiencs 1ixica s Img/ke tetraetilpirofosfato (TEPP)
Altamente toxica 1-50 mg/kg FLDEESES (’ie §0d10, Cl.aneto de
potéssio, paration
Moderadamente téxica 50-500 mg/kg DDT
Ligeiramente toxica 0,5-5 g/kg Acetanilida
Praticamente ndo téxica 5-15 g/kg Acetona, PABA
Relativamente atoxica > 15 g/kg Glicerol
Exposicao por inalacio
Categoria CLs (4 h) — ratos Exemplos
Acroleina, oz6nio, fosfina,
Extremamente toxica < 50 ppm pentaborano, arsenamina,
etilenoimina
Altamente toxica 50-100 ppm Fosgerpo, dio?“do ae
n1tr0gen10
Formaldeido, dcido
Moderadamente toxica 10-1.000 ppm cianidrico, anidrido

Ligeiramente toxica
Praticamente n@o téxica

Relativamente atoxica

1.000-10.000 ppm
10.000-100.000 ppm
> 100.000 ppm

sulfuroso, brometo de metila
Amodnia, dicloreto de etileno
Acetona, tolueno

Freon

Fonte: Hodge & Sterner, 1944a.

Tabela 10-1V - DL 50 aproximada em ratos para alguns compostos quimicos

DL0 (mg/ Ko de peso corporal)

Acucar 29.700
Cloreto de sodio 3.000
Aspirina 1.000
Sulfato de cobre 960
Cloroférmio 208
Cafeina 192
DDT 113
Nicotina 53
Estricnina 16
Aflatoxina B1 5

Fonte: Environ, 1

* extrapolacdo de dados para homem/animais maiores: dose pode ser expressa em

986; Klaassen & Eaton, 1991.

relacdo a drea de superficie corporal (ex.: 0,5 mg/cm?)

Fonte: Vigilancia ambiental em Sadde Publica




» Alternativa a curva dose-resposta cldssica:
Teste de Dose Fixa

U objetivo: reducdo do nimero de animais e do sofrimento (mortes desnecessarias)

e administracao de uma dose especifica da substancia a espécie animal:
= padronizacao por instituicdes regulamentadoras (ex.:OECD)
=* n =10 (5 machos e 5 fémeas)

* apos administracao: 14 dias de observacao

12 Dose = 500 mg/Kg - sem toxicidade = ndo classificada
(testar com 2.000 mg/Kg)
toxicidade sem morte: substancia nociva
com morte: novo teste
22 Dose = 50 mg/Kg - toxicidade sem morte: substancia toxica
com morte: novo teste
32 Dose = 5 mg/Kg - toxicidade e/ou mortalidade: muito tdxica

v’ Critério de toxicidade da Comunidade Européia (via oral):
estimativa de DL50 (valida para 80-90% das substancias)

Dose que produz sinais/sintomas sem morte (mg/Kg) DL50 (mg/Kg) Classificagdao
5 >25 muito téxica

50 25-200 toxica

500 200 - 2.000 nociva

> TIPOS DE TESTES TOXICOLOGICOS

v aplicados em animais de laboratério sob condi¢cdes padronizadas

v’ objetivo: estabelecer/caracterizar possiveis efeitos toxicos em humanos

Regulamentacgdo brasileira: Conselho Nacional de Saude - Resolugdo 1/78:
= para substancias novas produzidas em larga escala (> 1 ton/ano):

v toxicidade aguda

v toxicidade subaguda

v toxicidade cronica

v teratogenia e embriotoxicidade

v’ estudos especiais




> TIPOS DE TESTES TOXICOLOGICOS

Topicos avaliados em estudos de toxicidade:
* Informacdes preliminares

* Toxicidade aguda

* Toxicidade subcrénica (curta duracao)
* Toxicidade cronica (longo prazo)

* Mutagénese/carcinogénese

* Reproducdo e embriofetotoxicidade

* Toxicocinética

* Efeitos locais (pele e olhos)

* Sensibilizagao cutanea

* Ecotoxicidade

Principios para testes em animais:

1. Efeito observado no animal deve refletir o que ocorre no
organismo humano

2. Exposicdo de animais a altas doses é valido e necessario
para investigacdo de efeitos danosos ao homem. -

>TESTES TOXICOLOGICOS

1. Informacdes preliminares:

* propriedades fisico-quimicas da substancia teste

* caracterizacdo da substancia e suas possiveis impurezas

* Aspectos: odor, cor, PF, PE, densidade, viscosidade, solubilidade, volatilidade
v'influencia a escolha de solventes usados na dissolucdo e via de administracdo
v'relacdo com a distribuicio/mobilidade ambiental: d4gua, ar e solo
v'Kow - absorc¢do/distribuicdo/armazenamento na biota

* quando disponiveis: niveis de exposi¢cdao da populagao




>TESTES TOXICOLOGICOS

2. Toxicidade aguda:

* avalia efeitos adversos apds dose Unica ou doses multiplas em 24h

e vias de administracao: oral ou conforme exposicao humana

* toxicidade relativa: DL50 ou CL50 (inala¢ao ou exposicao no meio aquatico)
* mortes durante a exposi¢cdo ou apods: periodo de observagao

e curva dose-resposta - logaritmo da dose lineariza para obter ponto médio
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Figura 1. Dose resposta em teste de toxicidade. Figura 2. Log dose/resposta em teste de toxicidade.

+¢ Linearizac¢do da curva Dose/Concentrag¢do-Resposta:

* vantagens:
v menor nimero de pontos;
v'interpretacdo e regressdo mais simples;
v'extrapolacdo para baixas doses

* Método mais comum: Probitos

v’ considera distribuicdo normal da resposta na populac3o teste (Gaussiana)
v’ converte % de mortalidade em niimeros inteiros (probitos)

rtalidad Dose (8 VSR e
Mo e © (somar cinco ao desvio-padréo)
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+¢ Lineariza¢ao da curva Dose/Concentrag¢ao-Resposta:

Inclinacdo da Reta:
v'associada a aspectos toxicocinéticos e mecanismo de acdo
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» menor inclinacdo: efeitos aparecem algum tempo apds a exposicdo
* menor biodisponibilidade
* rapida excrecdo/detoxificacdo

» maior inclinacdo:
* rapida absorcdo/manifestacdo do efeito téxico

> TESTES TOXICOLOGICOS

2. Toxicidade aguda (cont.):

v" além do numero de animais mortos:

* observacoes clinicas:

v inicio (aparecimento de sinais/sintomas)

v’ natureza/durac3o da intoxica¢do associadas a morte

e exames anatomo-patologicos:

vcaracterizacdo da lesdo, determinacdo de érg3os-alvo

> testes com diferentes epécies/linhagens de animais; ambos os sexos

* diferengas no efeito tdxico - considerar na extrapolagao para o homem

» resultados determinam as condi¢des do teste subcronico (dose)




>TESTES TOXICOLOGICOS

3. Toxicidade subcronica:

* exposicoes repetidas; duracdo: 21 — 90 dias
* objetivos e importancia:
- estabelece NOEL (NOAEL) e LOEL (LOAEL) - extrapolacdo e parametros
regulatorios
- identifica 6rgaos afetados (tipo e gravidade das lesdes)
- avaliar se ocorre pelo acimulo da substancia
- verifica reversibilidade dos efeitos tdxicos (pds-tratamento)
- estabelece condi¢des dos testes cronicos
* vias de administracao: oral ou conforme exposicao humana
* minimo 2 espécies (1 ndo-roedora)

* minimo 3 doses N
« grupo controle negativo oerai e pase Dano hepatco

MNOEL = Nivel em gue
ndo se observa efeito

MNOAEL = Nivel em que
ndo se observa efeito
adverso

Resposta

NOEL NOAEL Dose (mg/kg/dia)

»>TESTES TOXICOLOGICOS

3. Toxicidade subcronica:

> Durante os testes:

v’ acompanhamento diério

v’ sinais de toxicidade, alimentac3o, peso, cor/textura de pélos, alteracdes
circulatérias, motoras e respiratdrias, comportamento, aumento no volume de
tecidos e 6rgaos

v exames: hematoldgicos, bioquimicos, urina (inicio, meio e término do

experimento)

> Ap0s os testes:

v exames anatomo-patolégicos de 6rgdos

v'em geral n3o avalia carcinogenicidade




>TESTES TOXICOLOGICOS

4. Toxicidade cronica:

* avalia efeito toxico de longo prazo e potencial carcinogénico
* exposicao prolongada: minimo 3 meses (roedores: 6 meses a 2 anos)
e critério: tempo de uso/exposicdo previsto
* ideal: tempo de vida média da espécie
(camundongos 18 m — 2 anos; ratos 2 — 2,5 anos)
e ponto critico = escolha das doses: evitar morte prematura

* minimo 50 animais/dose/sexo; 2 espécies diferentes.

e acompanhamento: exames clinicos didrios
* peso, consumo de ragdo
* exames hematoldgicos, bioquimicos e urina (cada 6 meses)

* a0 término: analise histo-patoldgica

>TESTES TOXICOLOGICOS

6. Toxicologia do Desenvolvimento:

Avalia efeitos da exposicao:

anterior a concepcgao (Toxicologia da Reproducao)
desenvolvimento perinatal (Embriofetotoxicidade)
pos-natal até a puberdade

v Testes:
* avaliacao da fertilidade

* potencial teratogénico (exposicdo durante a organogénese)
» efeitos no sistema reprodutivo e desempenho para reprodugao

v'Diferentes protocolos experimentais:

* espécies mais comuns: camundongos, ratos e coelhos

* exposi¢cdo de machos e/ou fémeas (simultaneamente ou ndo)

* machos: ciclo da espermatogénese

* acompanhamento do acasalamento, desenvolvimento e crescimento
do embriao




> TESTES TOXICOLOGICOS

7. Efeitos locais sobre pele e olhos:

* testes normalmente com coelhos e cobaias (mais sensiveis)
e comum para cosméticos, farmacos, etc.
e pardmetros de irritacdo de Draize (1944):

* pele: eritema, escara (necrose), edema e corrosao

* olhos: alteragdes na conjuntiva, cornea, iris e cristalino

e Tipos de testes:

1. Irritacdo aguda local (exposicdo/aplicacdo Unica; resposta local e reversivel)
2. Irritacdao cumulativa (exposicao repetitiva da derme)
3. Irritacdo induzida fotoquimicamente (pele exposta a radiacdo)

v’ se o efeito perdurar por mais de 14 dias: n3o reversivel

> TESTES TOXICOLOGICOS

8. Testes de sensibilidade cutanea:

* aplicado para substancias com possibilidade de contatos repetidos com a pele

* animais: coelhos e cobaias
* Teste:
= periodo de exposicao: 1-2 semanas (doses repetidas, com ou sem adjuvante)
via intradérmica ou tdpica oclusiva
® intervalo de 2-3 semanas
" nova exposigao com dose nao-irritante

®» monitoramento de eritema




Toxicologia Classica

Ecotoxicologia

Objetivo: proteger a espécie humana.

Objetivo: proteger populagdes e comunidades
de diferentes espécies.

Animais usados nos testes: rato, coelho,
cobaia...

Usam-se as proprias espécies que se deseja
proteger.

Menor grau de incerteza na extrapolagdo
dos dados para o organismo humano.

O grau de incerteza na extrapolagdao é maior
(muitas espécies diferentes).

Organismo-teste homeotérmico: toxicidade
mais previsivel.

Organismos em geral pecilotérmicos, sob
condicdes ambientais muito variaveis
(toxicidade pouco previsivel).

Dose do agente quimico é calculada e
administrada no individuo com precisao.

Concentracdo do agente no ambiente (ar,
agua, solo ou alimento) e assimilacao
apresentam maior variabilidade.

Muito conhecimento/pesquisa na area;
compreensdao do mecanismo de agao e
efeitos adversos.

Menor informacao; énfase maior na relacdo
concentragao-efeito com finalidade de
cumprimento de legislacdes.

Metodologias bem estabelecidas, as
limitacdes e aplicacdes sdao bem
conhecidas.

Métodos novos, em desenvolvimento (alguns
padronizados).




