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Resumo

Apesar do facto de vivermos mergulhados num ambiente cheio dos mais diversos produtos quimicos pouca
informagao existe sobre a sua toxicidade em relagdo aos seres humanos e outros seres vivos. Por tal motivo as
autoridades reguladoras vém expressando a sua preocupa¢io ¢ planeiam aprovar novos regulamentos para a
avaliagdo da toxicidade de vérios milhares de produtos quimicos de uso comum, Neste contexto tal envolverd
estudos em larga escala de avaliagdo da toxicidade desses produtos. Com a informacio reunida em bases de
dados especificas ¢ publicas espera-se obter uma melhor compreensdo da sua importancia para a saide humana e
para o ambiente, Tal facto ajudara a tomada de medidas preventivas na defesa da saide humana ¢ ambiental,
Contudo os métodos convencionais de avaliagdo da toxicidade tém varias limitagdes que impedem ou dificultam
a efectivagio de estudos em larga escala como pretendido. Neste contexto a toxigenémica € uma ciéncia nova
que pode contribuir para obviar as limitagdes dos métodos convencionais e nessa medida dar uma importante
coniribuicdo para o melhor conhecimento da seguranga dos produtos quimicos.
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Abstract

Notwithstanding the fact that we live immersed in an environment filled with a great variety of chemicals, the
information about their safety to human beings and other living organisms is scarce. Therefore, the regulatory
bodies have lately expressed their concern and are planning new regulations for the toxicity evaluation of several
thousands of commonly used chemicals. Accordingly, this will involve the review of the safety of chemicals in
large-scale studies with the application of conventional toxicity test protocols. With this information gathered in
specific and public databases, it is hoped that we obtain a better understanding of their relevance for human
health as well as for a sustainable environmental development. This will help in establishing preventive policies
in defence of human health and the environment. However, the conventional methods oftoxicity evaluation have
several drawbacks to allow for the intended large-scale studies. In this context, toxigenomics is emerging as a
science that might help to circumvent the limitations of conventional methods and therefore give a useful
contribution to a better understanding of the mechanisms of action of chemicals at a biomolecular level and in
this way enable toxicologists to foster the predictive aspects of toxicology.
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Introducio

A toxicologia € o estudo dos mecanismos de
toxicidade e a sua subsequente aplicago na previsao
dos efeitos adversos resultantes da exposi¢do dum
organismo a agentes quimicos, fisicos ou biologicos. E
6bvio que os aspectos preditivos dependem dos
mecanisticos, ie. da investigagdo dos mecanismos
envolvidos na interacgao entre toXicos e organismos.

Os compostos quimicos constitucm um grupo
importante no universo de compostos potencialmente
nocivos para os seres vivos. De facto, existem
milhares de substdncias quimicas no meio ambiente.
Muitas delas s3o de origem natural, enquanto outras
sdo intencionalmente produzidas para os mais
variados fins ¢ outras ainda sio consequéncia da
poluigdo causada pelas actividades industriais.

Paradoxalmente, com excepgdo dos compostos
quimicos produzidos para fins terapéuticos
(farmacos), cosméticos, aditivos alimentares ¢
pesticidas, que sdo obrigatoriamente sujeitos a prévia
avaliagdo de toxicidade antes da sua introdugdo no
mercado, existe uma falta de informagZo sobre a
toxicidade potencial da grande maioria de substancias
quimicas existentes no ambiente.

Segundo os inquéritos efectuados pelo US
Environmental Defense Fund em 1997, ndo se
encontra publicamente disponivel, mesmo os
resultados dos testes de toxicidade mais basicos para
quase 75% dos compostos quimicos de maior volume
j4 no mercado"". Em consequéncia deste facto, a EPA
(Environmental Protection Agency), juntamente com
o American Chemistry Group, tomaram a iniciativa de
recomendar um programa de avalia¢do da toxicidade
de cerca de 2.800 produtos quimicos fabricados ou
importados em quantidades superiores a 450 toneladas
por ano.

Idéntica preocupagdo existe na Unido Europeia.
Com o objectivo de proteger a saide humana e o
ambiente, em Qutubro de 2003, o Conselho de Europa,
sob proposta da Comissdo Europeia, aprovou um
programa de criagdo dum enquadramento legal para
regular o registo, avaliagio e autorizagdo de produtos
quimicos. Este programa passou a ser conhecido como
REACH (Registration, Evaluation and Authorization
of Chemicals)"”.

Apoés varios anos de encontros entre peritos de
representantes das indistrias quimicas, a Comissio
submeteu ao Conselho da Europa um projecto cuja
primeira avaliagio foi aceite pelo Parlamento Europeu
em Novembro de 2005. Espera-se que o Parlamento e
o Conselho da Europa déem a aprovagdo final no
Outono de 2006. O programa REACH tornar-se-a
efeclivo na Primavera de 2007 ¢ totalmente
operacional em 2008.

Prevé-se que os estudos envolvidos neste programa
sejam efectuados por fases € se prolonguem por onze
anos apds tornar-se obrigatorio com a nova legislagao.
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Introduction

Toxicology is the study of the mechanisms
of toxicity and its subsequent application in prediction
of the adverse effects resulting from an organism's
exposure to chemical, physical or biological agents. It
1s obvious that the predictive aspects depend on the
mechanistic ones, i.e. on the research of mechanisms
involved in the interaction between toxicants and
organisms.

Chemicals are a very important group in the
universe of potentially hazardous compounds for
living organisms. In fact, there are thousands of
chemical substances in the environment. Many of
these are of natural origin, while man for the most
varied ends intentionally produces others, and others
still are a consequence of the pollution caused by
industrial activities.

Paradoxically, with the exception of chemicals
produced for therapeutic usage (pharmaceuticals),
cosmetics, food additives and pesticides which must
be subject to a toxicity evaluation prior to its
introduction into the market a lack of information
prevails on the potential toxicity of the great majority
of chemicals present in the environment.

According to studies carried out by the US
Environmental Defense Fund in 1997, no information
was availablc in public rccord, cven thc most basic
toxicity testing results for nearly 75% of the top-
volume chemicals in commercial use'". As a result, the
EPA (Environmental Protection Agency) along with
the American Chemistry Group, have taken the
initiative of advising a toxicity evaluation program of
about 2,800 chemical products manufactured or
imported in quantities greater than 450 tons per year.

An identical concern subsists in the European
Union. With the objective of protecting human health
and the environment, in October of 2003, the
European Council, under the proposal of the European
Commission, approved a program for creation of a
legal framework for the regulation of the registry,
evaluation and authorization of chemical products.
The program came to be known as REACH
(Registration, Evaluation and Authorization of
Chemicals)™.

After several years of meetings of experts with
chemical industry representatives, the Commission
submitted to the European Council a project whose
first assessment was accepted by the European
Parliament in November of 200S. The Parliament and
the Council of Europe expect the final approval in
autumn of 2006. The REACH program should thus
become effective in the spring of 2007 and be fully
operalional as 0[2008.

It is anticipated that the studies involved in this
program will be phased and extended for eleven years
after becoming in force with the new legislation.
Priority will be given to chemicals manufactured and



Sera dada prioridade aos produtos quimicos
fabricados e comercializados em grandes quantidades
(superiores a | tonelada/ano/companhia).

Com grande colaboragido da industria, em 1990 a
Organizagdo para a Cooperagdo ¢ Desenvolvimento
Economico (OCDE) deu um grande passo ao criar um
programa internacional com o objectivo de obter a
informagdo basica sobre a toxicidade de compostos
quimicos de elevado volume (mais de 1000
toneladas). O programa Screening Information Data
Set (SIDS) da énfase ao conceito de rastreio dos
compostos quimicos com base no conjunto preliminar
de informacdo basica relacionada com eles. Entre
outras informagdes consta o seu destino e vias no meio
ambiente, bem como informagio sobre a respectiva
ecotoxicologia e toxicologia. Por exemplo, a
informagdo toxicolégica bésica requerida estd
indicadano Quadro 1.

Quadro 1 - Informagio toxicologica do SIDS
Table 1 - OECD Screening Information (SIDS)
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commercialized in large quantities (more than 1
ton/year/company).

With extensive participation of the industry, in 1990
the Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD) took a major step by creating an
international program to obtain toxicity basic
information on high-volume chemicals (> 1000 tons).
The Screening Information Data Set (SIDS) program
emphasizes the concept of screening chemicals on the
basis of a minimum of preliminary set of basic data
about them. Amongst other information data set
clements it comprises environmental fate and
pathways, ecotoxicological and toxicological data. For
example, the minimum toxicological data required is
indicated in Table 1.

5. Informagdo toxicologica
Toxicological Information

5.1. Toxicidade aguda

Acute toxicity

5.2. Toxicidade ap6s doses repetidas
Repeated dose toxicity

5.3. Genotoxicidade (in vitro)
Genetic toxicity (in vitro)

5.4. Genotoxicidade (in vivo)
Genetic toxicity (in vitro)

5.5. Toxicidade reprodutiva

Reproductive toxicity
5.6. Teratogenicidade

Teratogenicity

Os compostos considerados como sendo
potencialmente carcinogénicos bem como aqueles
que tenham elevados indices de persisténcia no meio
ambiente (Persistent Organic Pollutants ou POPs)
serdo registados e deverdo ter uma autorizagdo
especial. Ao mesmo tempo, serd concedida atengéo
especial aos tOxicos que sejam persistentes e
bioacumulativos (Persistent and Bioaccumulative ou
PBTs) ou muito persistentes ¢ muito biocumulativos
(Very Persistent and Vert Bioaccumulative ou
VPVBs).

O programa REACH muda a legislagdo vigente na
UE até 1981. E estabelecida uma distincdo entre os
produtos quimicos  existentes (introduzidos no
mercado antes de 1981) e calculados em quase

The compounds considered as being potentially
carcinogenic as well as those with high indexes of
persistence in the environment (Persistent Organic
Pollutants or POPs) will be registered and have a
special authorization. At the same time, specific
attention will be given to the toxicants that are
Persistent and Bioaccumulative (PBTs) or Very
Persistent and Very Bioaccumulative (VPVBs).

The REACH program changes the legislation in
effect until 1981in the EU. A distinction is established
between existing chemical products {introduced in the
market before 1981) and evaluated as close to 100,000
from the new chemicals. The latter ones, introduced
after 1981 (close to 4,300) should be tested in terms of
their toxicity. However, it is probable that more of the
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100.000 dos produtos quimicos rovos. Estes tltimos,
introduzidos apds 1981 e estimados em quase 4.300
devem ser testados em termos da sua toxicidade.
Contudo, é provavel que mais 30.000 dos compostos ja
existentes sem informagdo bdasica caregam de
avaliagdo de toxicidade.

Nos termos do programa REACH, os fabricantes,
importadores ¢ utilizadores destas substincias
quimicas devem facultar a informagdo as entidades
publicas ¢ adoptar as medidas necessarias para a
avaliagio e gestdo do risco. Risco entendido ndo s6 em
termos de saide humana e ocupacional, com também
em relagdo aos impactes ambientais dos produtos
quimicos.

A implementagdo do programa REACH constitui
um grande desafio para os toxicologistas. Eles devem
facultar 4 industria quimica os mcios técnicos para
cumprir as novas directivas. Para melhor se avaliar a
dimensdo deste desafio é conveniente rever a
metodologia convencional corrente para avaliacdo da
toxicidade dos compostos quimicos.

Metodologia convencional para avaliacdo da
toxicidade dos compostos quimicos

No presente o estado da arte no que diz respeito a
avaliacdo da toxicidade de compostos quimicos
compreende os ensaios de toxicidades aguda, subaguda
e crénica.

Nos ensaios de toxicidade aguda os efeitos
adversos sio observados num curto intervalo de tempo
apods exposi¢do ao composto quimico. Esta exposicdo
pode ser a administracdo duma dose 1inica, ou uma
breve exposigao continua, ou ainda doses miltiplas
num intervalo de 24 horas ou menos.

Nos ensaios de toxicidade subaguda os efeitos
adversos sdo observados apds repetidas exposigdes
didrias ao composto quimico, ou exposi¢do durante
uma parte significante da vida do organismo
(habitualmente nio superior a 10%). Com animais de
experimentac¢io, o periodo de exposi¢do pode ir de
poucos dias a meses.

Nos ensaios de toxicidade cronica os efeitos
adversos sdo observados apds repetidas exposigdes
durante uma apreciavel parte da vida do organismo
(habitualmente mais de 50%). Para os seres humanos a
exposicdo cronica significa vérias décadas; nos
animais € usual ser superior a 3 meses. A exposi¢do
crénica 208 compostos quimicos em ratos ou ratinhos
pode ser utilizada para avaliar o potencial
carcinogénico dos produtos. Em termos de toxicidade
cronica, para além do potencial carcinogénico sao
também de interesse os potenciais efeitos teratogénico,
mutagénico e na capacidade reprodutiva,

A maior parte dos ensaios de avaliagio das
toxicidades subaguda e crénica sdo efectuados
mediante a monitoriza¢io dos efeitos observados nas
células, tecidos, Orgdos ou no organismo inteiro
(Quadro 2).
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30,000 of the already existing compounds without
basic information will require further toxicity
evaluation.

In terms of the REACH program, the manufacturers,
importers and users of these chemical substances shall
provide pertinent information for public authorities
and adopt the necessary measures for the evaluation
and management of the risk. The risk is understood not
only in terms of human and occupational health, but it
also regards the environmental impacts of the
chemical products.

Implementing the REACH program represents a
great challenge for toxicologists. They have to provide
the chemical industry with the technical methods to
comply with the new directives. To better evaluate the
dimension of this challenge, it is convenient to review
the conventional methodology currently in use for the
toxicity evaluation of chemical compounds.

Conventional methodology for toxicity evaluation
of chemical compounds

The current state of the art regarding toxicity
evaluation of chemical compounds comprises assays
for acute, subacute and chronic toxicities.

In the acute toxicity assays adverse effects are
observed within a short time of exposure to the
chemical. This exposure may be a single dose, or a
short continuous exposure, or multiple doses
administered over 24 hours or less.

In the subacute (subchronic) toxicity assays
adverse effects are observed following repeated daily
exposure to a chemical, or exposure for a significant
part of an organism's lifespan (usually not exceeding
10%). With experimental animals, the period of
exposure may range from a few days to 6 months.

In the chronic toxicity assays adverse effects are
observed following repeated exposure during a
substantial fraction of an organism’s lifespan (usually
more than 50%). For humans, chronic exposure means
several decades; for experimental animals, it is
typically more than 3 months. Chronic exposure to
chemicals over periods of 2 years using rats or mice
may be used to assess the carcinogenic potential of
chemicals. In terms of chronic toxicity besides the
carcinogenic polential, teratogenic and mutagenic
effects, the eventual adverse effects on the
reproductive capacity of living organisms have also to
be considered.

Most of the subacute and chronic toxicities
evaluation assays are carried out through
monitorization of the effects observed on cells, tissues,
organs or the entire organism (Table 2).
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Quadro 2 - Métodos actuais na avaliagdo da toxicidade (listagem nao exaustiva
Table 2 - Current toxicity evaluation tests (non-exhaustive list)

¢ Marcadores de fungio ou de homeostase
Markers of function or homeostasis
Ureia, electrolitos, tipos de células, pressdo arterial, ECG, etc.
Urea, electrolytes, types of cells, arterial pressure, ECG, ete.

e  Marcadores da integridade das células ¢ tecidos
Markers of integrity of cells and tissues
Transaminases, fosfatase alcalina, creatina-fosfoquinase, troponina, etc.
Transaminases, alkaline phosphatase, phosphocreatine, troponin, efc.

e Marcadores de lesdes ou reacgdes a lesdes de orgios e tecidos
Markers of lesions or reactions in organs or tissues

Avaliagéo do crescimento de érgdos e tecidos (pesos)
Evaluation ofthe growth of organs and tissues (weights)
Exames anatomo-patol6gicos macro € microscopicos
Histopathology exams
Reacgdes de defesa do organismo (infiltragdo dos tecidos, reacgdes imunologicas)
Reactions of the organisms " defences (infiltration in a tissue, immunological reactions)

e Outros efeitos
Other eflects

Reprodugio

Reproduction

Mutagenese

Mutagenesis

Carcinogénese

Carcinogenesis

Outras fungdes especificas

Other specific finctions
EEG, CV
EEG, CV
Efeitos neurolégicos e comportamentais
Neurological and behavioural effects
Imunotoxicologia
Immunological
Pulmonares
Pulmonary
Dérmicas
Dermic
Oculares
Octular
etc.
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Alista dos ensaios de toxicidade indicada no Quadro
2 requer, para a sua execugdo, de grandes
investimentos ndo s6 de ordem econdmica, como
também dc clevado nimero dc animais, jé para ndo
mencionar o lapso de tempo necessario. Para cada
composto em estudo estima-se que os custos podem
alingir o equivalente a 2 milhdes de euros ¢ a utilizagio
de cercade 4.000 animais.

Se bem que a experimentagio animal seja
correntemente utilizada nos métodos de avaliacdo da
toxicidade, ela padece de varias limitagdes. Em
primeiro lugar, os elevados custos e o tempo
necessario fazem com que a experimenta¢io animal
em grande escala seja dificil ou mesmo impraticavel.
Por exemplo, os estudos do potencial carcinogénico
dum tinico composto em ensaios com roedores possa
prolongar-se aproximadamente por trés anos ¢ atingir
custos da ordem dos milhdes de euros. Neste contexto,
¢ de esperar alguma relutincia da parte da industria.
Assim, na indastria farmacéutica, os ensaios de
toxicidade de novas moléculas implicam um
consideravel atraso na recuperagdo dos investimentos
envolvidos na investiga¢do ¢ desenvolvimento (1&D).
Por outro lado, se os protocolos correntes forem
cumpridos com o estudo da toxicidade dos compostos
quimicos de acordo com o programa REACH a
estimativa de custos atingiria o totalde 11,5 bilides de
euros. Além disso, o programa REACH implicaria o
sacrificio de 13 milhdes de euros. Outro factor
limitante € a escassez de laboratérios certificados com
GPL (Good Laboratory Practices) para estudos de
toxicidade na UE.

Em segundo lugar, a extrapolacdo de estudos em
animais para os seres humanos nem sempre é fiavel.
Os estudos de farmacogenética experimental desde ha
muito revelaram a existéncia de diferengas
importantes entre animais e seres humanos e mesmo
entre diferentes ragas da mesma espécie em termos de
respostas farmacoldgicas”. Por consequéncia os
resultados experimentais, particularmente os obtidos
mediante a administracio de elevadas doses de
compostos quimicos, ndo permitem uma extrapolagdo
fidedigna para os seres humanos. Tal circunstincia
justifica um certo grau de incerteza nos aspectos
preditivos dos resultados da experimentagéo animal. E
por consequéncia reforga a necessidade de métodos ¢
técnicas alternativos de indole mecanicista que sejam
mais econdmicos, mais rdpidos € que permitam
poupar o sacrificio de milhares de animais. Ou seja
métodos com maior valor preditivo do que os baseados
na experimentagio animal”. Idénticas reservas sdo
igualmente validas em relagdo aos ensaios de
teratogenicidade, carcinogenicidade e toxicidade
reprodutiva.

Finalmente, os constrangimentos impostos pela
sociedade (nomeadamente pelos movimentos
activistas que defendem os direitos dos animais € 0 seu
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The list of toxicity tests shown in Table 2 requires
great investments not only at an economic level, but
also in terms of the sacrifice of a high number of
animals, not to mention on the amount of time needed
to carry out their execution. For each compound
studied, it is estimated that the costs may reach the
equivalent of 2 million euros and the use of about 4,000
animals.

Although common in toxicity evaluation methods,
animal experimentation has several shortcomings.
First of all, the economic costs and the time required
make resorting animal experimentation in large-scale
difficult or even unfeasible. For example, the studies of
carcinogenic potential of one single chemical
compound in rodent bioassay can take up to,
approximately three years and the costs may reach
millions of euros. In this context, some resistance is to
be expected from the industry. Thus, in the
pharmaceutical industry, toxicity tests on new
molecules imply a considerable delay on the recovery
of investments involved in research and development
(R&D). On the other hand, if the current protocols
were to be complied with in the study of toxicity in
chemical compounds according the REACH program
the costs estimated would reach the sum of 11,5 billion
euros. Furthermore, the REACH program would I
mply the sacrifice of about 13 million animals.
Another limiting factor is the insufficient number of
laboratories with the GLP (Good Laboratory
Practices) certification for toxicological tests in the
EU.

Secondly, the extrapolation from animal studies to
human beings is not always reliable. The studies of
experimental pharmacogenetics had unveiled
important genetic dillerences between animals and
humans and even between different breeds of the same
species regarding the pharmacological responses'™.
Hence the experimental results, particularly those
obtained through the administration of high doses of
chemicals, didn't allow for a reliable extrapolation for
human beings. This justifies a certain degree of
uncertainty in the predictive aspects of animal
experimentation data. And thus reinforces the need for
alternative methods or techniques of a mechanistic
nature that may be more economic, faster and sparing
of the sacrificc of thousands of animals. Hence
methods with greater predictive value than those
obtained by animal experimentation data™., Similar
reservations are also valid with regard to
teratogenicity, carcinogenonicity and reproductive
toxicities tests.

Finally, as the constraints imposed by society
(namely activist movements that defend animal rights
and welfare), as well as the legal and ethical
requirements related to animal experimentation have
been growing imposing added pressure on researchers



bem-estar), bem como os requisitos legais e éticos
relacionados com a experimentagdio animal t€m
crescido, impondo maior press3o sobre os
investigadores no sentido de serem encontrados
métodos alternativos.

Em 1959 Russel e Burch desenvolveram o conceito
de protecgao e bem-estar animal baseado na regra dos
3 Rs (Reduction, Refinement e Replacement)”, Este
conceito tomou-se util na elaboracio de orienta¢des
para reduzir o nimero de animais utilizados,
poupando tanto quando possivel o seu sofrimento ¢
morte.

Desde entdo tém sido tomadas algumas medidas.
Por exemplo a substitui¢do dos animais por outros
sistemas biologicos (culturas de células e tecidos,
células estaminais, bactérias, invertebrados, etc.).
Ou o aperfeigoamento de métodos estatisticos que
permitem a redugfo do niimero de animais utilizados
na avaliagdo da toxicidade aguda. Nestes ensaios, dos
quais a determinagdo da DL, € o mais conhecido,
sacrificam-se ao nivel internacional quase um tergo
dos animais utilizados em experimentacio. Mas este
numero baixou de 150 animais por composto quimico
em 1970 para 8 animais em 2002 com o recurso a
aplicagdo de tratamentos cstatisticos especiais”*”. As
organizagfes internacionais tais como a OCDE ja
recomendaram a substituicdo da DL,, por métodos
alternativos que utilizam menor numero de animais e
que, quando possivel, evitem a sua morte.

Novas perspectivas na avaliagao da toxicidade de
compostos quimicos

Em 1991, foi criado o ECVAM (European Centre
for the Validation of Alternative Methods)"” com o
objectivo de se encontrar métodos alternativos para
avaliagfo da toxicidade que tornem exequivel o estudo
de cerca de 30.000 compostos quimicos nos termos da
entrada em vigor do programa REACH num préximo
futuro na UE. Este centro actua como drgio de apoio &
Comissao Europcia ¢ deve coordenar ao nivel curopeu
aavaliagfo independente do interesse e fiabilidade dos
cnsaios para fins cspccificos, de modo quc os
compostos quimicos ¢ outros produtos de variada
natureza, incluindo medicamentos, cosméticos,
produtos de uso doméstico ¢ agricola, possam ser
fabricados, transportados e utilizados de forma mais
econdmica ¢ mais segura, a0 mesmo tempo que a
presente dependéncia de ensaios em animais seja
gradualmente diminuida.

Entre 2000 ¢ 2005 o ECVAM validou
aproximadamente 20 ensaios e elaborou
recomendagdes para aretirada de alguns. Por exemplo
propds a eliminagdo do ensaio de toxicidade aguda
oral DL,, de acordo com as recomendagdes da OCDE.

Entre os ensaios alternativos de avaliagdo da
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to find alternative methods.

In 1959 Russel and Burch developed the concept of
animal protection and welfare based on the rule of the
3 Rs (Reduction, Refinement and Replacement)”.
This concept became useful in developing guidelines
for reducing the number of animals used, sparing as
much as possible their suffering or death.

Since then some steps have been taken. For instance
the replacement of animals by other biological
systems (cell and tissue cultures, staminal cells,
bacteria, invertebrates, etc.)"”. Or the improvement of
statistical methods that allowed for the reduction of
the number of animals used in acute toxicity
evaluation. These tests, of which the determination
LD, is the most well known, sacrifice at international
level almost one third of the animals used in
experiments. But this number decreased from 150
animals per chemical compound in 1970 to 8 animals
in 2002 with the application of special statistical
treatinents'*”', International organizations such as the
OECD have already advised the substitution of the
LD,, with alternative methods that use smaller number
of animals and that when possible, prevent their death.

New perspectives in toxicity evaluation of chemical
compounds

In 1991, the ECVAM (European Centre for the
Validation of Alternative Methods)" was created with
the objective of finding alternative methods for
toxicity evaluation that make the study of about
30,000 chemical compounds feasible under the soon
operational REACH program in the EU. This centre
acts as a supportive organ to the European
Commiission and has to co-ordinate at the European
level the independent evaluation of the relevance and
reliability of tests for specific purposes, so that
chemicals and products of various kinds, including
medicines, cosmetics, household products and
agricultural products, can be manufactured,
transported and used more economically and more
safely, while the current reliance on animal test
procedures is progressively reduced(http://ecvam.
jreait/)).

From 2000 to 2005 the ECVAM has validated
approximately 20 tests and make recommendations
for some deletions. For example it has proposed the
deletion of the acute oral toxicity test (LD, ) following
the guidelines of OECD.

Amongst the alternative tests of toxicity evaluation
methods for chemicals some are the result of the new
technologies arising within the domain of functional
genomics.
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toxicidade de compostos quimicos alguns resultam
das novas tecnologias emergentes no dominio da
gendémica funcional.

Genoma ¢ avaliacdio da toxicidade : toxigenémica

Completada a sequenciagdo do genoma humano
em 2001""™"“ bem como de outros genomas, foi
dado um grande impulso a gendmica funcional.
Contudo os aspeclos eslrulurais continyam a ser
investigados tal como se demonstra pela definigio do
mapa dos haplotipos”*'? e pela alocagio dos genes aos
cromossomas' .

As inovagdes tecnoldgicas tém contribuido para
uma melhor compreenso do modo como o genoma
interage com o meio ambiente.

Uma das primeiras conclusdes da genomica funcional
foi a de que o paradigma da genética mendcliana " 'um

n

transcri¢do duma sequéncia de DNA codificada pode
resultar mais dum 4cido ribonucleico mensageiro
(mRNA) devido a variagio do processo de corte/unido
que ocorre durante a maturagio do mRNA franscrito
do DNA, Também em termos de traducio proteinas de
diferentes conformagdes podem corresponder a um
determinado mRNA. Ou ainda que certas moléculas
de mRNA nio sdo traduzidas em proteinas mas
exercem ac¢oes moduladoras noutros genes.

Foram definidas varias plataformas de investigagao
para melhor se compreender como funciona o genoma.,
Nao somente em sitnagdes fisiologicas (e.g. na fun¢do
do orgdo, ou estddic de desenvolvimento) mas
também em situagdes patologicas (doengas) ou em
condigdes de exposigao a diversos factores ambientais
stressantes tais como os compostos quimicos.

No presente trabalho justifica-se uma referéncia
especial aos métodos alternativos de avalia¢do da
toxicidade através a investigagao das modificagoes de
expressdo génica sob influéncia de compostos
quimicos tais como farmacos, hormonas, disruptores
endocrinos ou toxicos ambientais.

Este novo campo de investigagio é designado
de Toxigenomica. Pode ser definido como o dominio
cientifico de estudo do modo como téxicos conhecidos
ou suspeitos actuam ao nivel genético.

Tal como se ilustra na Fig.l os estudos de
toxigenomica podem ser efectuados em diferentes
niveis da expressio génica: Acido ribonucleico
mensageiro (mRNA), proteinas e metabolitos. A
informagdo assim colectada deve ser integrada e
interpretada com a obtida através da toxicologia
convencional. Com o recurso a bioinformatica, toda a
informag¢ao procura um melhor entendimento do papel
das interacgdes gene/ambiente no determinismo das
doengas™.
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Genome and toxicity evaluation: texigenomics "

With the complete sequencing of the human
genome, established in 2001 and other genomes
as well a great impulse was given to functional
genomics. Howcever, structural aspects continuc to be
investigated as is shown by the definition of the
haplotype map'*'* and by the allocation of the genes
to the chromosomes™”.

New technological innovations are helping to give
a better insight on how the genome act and interact
with the environment.

One of the earlier conclusions of the functional
genomics was that the Mendelian genetics paradigm
“one gene, one protein” was no longer sustainable.
Thus, in terms of the transcription of a codified
sequence of DNA, more than one messenger RNA
(mRNA) may result due to the wvariation of
splicing/union process that takes place during the
maturity of the mRNA transcribed from the DNA.
Also interms of the translation, that several proteins of
different conformations can correspond to one
determined mRNA. Or even still that certain mRNA
molecules are not translated into proteins but exert
modulatory actions in other genes.

Several research platforms have been defined to
help a better understanding of how the genome works.
Not only in physiological situations (e.g. in the organ's
function or the state of development) but also in
pathological ones (diseases), or under conditions of
exposure to diverse and stressing environmental
factors such as chemical compounds.

In the present work, a special reference is due to
alternative methods of toxicity evaluation through
research on gene expression modifications under the
influence of chemical compounds, be they drugs,
hormones, endocrine disruptors, or environmental
toxicants.

This new field of inquiry is known as
Toxigenomics. It may be defined as a scientific
domain of study of the way in which known and
suspected toxicants act at the genetic level.

As shown in Fig.1 toxigenomic studies can be
carried out at the different levels of gene expression:
messenger ribonucleic acid (mRNA), proteins and
metabolites. The information thus collected has to be
integrated and interpreted with that of conventional
toxicology. Altogether and with the aid of
bioinformatics, seek to understand the role of the
gene/environment interactions in disease™"'
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Figura 1 - Diferentes niveis ou plataformas da toxigenémica

Figure 1 - Different levels or platforms of toxigenomics

As diferentes plataformas ""-6micas’’sdo designadas
de acordo com o material utilizado na investigacdo da
variagdo da expressdo génica, desde o gene
propriamente dito até as proteinas e metabolitos:
transcriptomica, protedbmica e metabondmica.
Transcripémica"”"*"

Em termos genéticos foram identificados cerca de
22.000 genes no genoma humano. As func¢des destes
genes sO é conhecida para uma pequena percentagem
dos mesmos. Estas fungbes continuam a ser
investigadas para a maior parte dos genes, o que
implica a cooperagdo entre varios centros de pesquisa
bem como a criagdo de uma ou mais bases
centralizadas para o tratamento dessa informagao"”.

Considerando o transcriptoma como o conjunto de
todas as moléculas de mRNA (zranscritos) numa célula
ou num conjunto de células bioldgicas, por
transcriptomica entende-se a andlise global da
expressdo génica diferencial através do transcripoma
num dado conjunto de circunstincias ambientais.

As moléculas de mRNA extraidas das células e
tecidos séo analisadas com técnicas de micromatrizes
(microarrays) utilizando como sondas o DNA
complementar (DNA_) obtido do mRNA por
transcriptase reversa ou matrizes de oligonucleo6tidos
do proprio DNA. O aperfeigoamento do fabrico destas
micromatrizes ja permite a producéo de 1dminas de 10

le—| Proeina
FProtein

Melaboliume
Aderaboiontiics

Proteonmcu
Froteoiics

The different “-omic” platforms are coined according
the material used for research in the differential
genome expression, from the gene itself'to the proteins
and metabolites: transcriptomics, proteomics and
metabonomics.
Transcriptomics™*"*"

From the genetics point of view, close to 22,000
genes have been identified in the human genome. Only
for a small percentage of these genes the full functions
are known. There is ongoing research on the function
of the majority of genes, which requires cooperation
between several research centres as well as the
establishment of one or more centralized databases for
treatment of that information'”.

Considering the transcriptome as the set of all
mRNA molecules (or transcripts) in one or a
population of biological cells, transcriptomics means
the global analysis of differential gene level
expression through the transcriptome for a given set of
environmental circumstances.

The mRNAs extracted from the cells and tissues are
studied with microarray techniques using as probes
the complementary DNA (DNA,) obtained from the
mRNA by reverse transcriptase or oligonucleotide
arrays of the DNA itself. Perfecting the manufacture of
these microarrays allows for the production of thin
plates that are 10 cm’ long with 43,000 probes™.In
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cm’ de comprimento com 43.000 sondas™, Ou scja,
mesmo admitindo mais do que um tipo de mRNA por
gene, € possivel proceder a uma anélise diferencial do
transcriptoma global nas células ou tecidos expostos a
diferentes xenobioticos.

E importante mencionar que néo obstante existir
somente um genoma para todas as células do
organismo podem ocorrer diferentes transcriptomas
na mesma célula ou em células diferentes, de acordo
com a fase do ciclo celular, com o 6rgdo, estadio de
desenvolvimento, etc.. Tal facto deve ser tido em conta
quando se comparam as expressdes transcriptomicas
em sistemas biologicos expostos a compostos
quimicos.

Na aplicagdo da transcriptdmica a toxicologia, os
investigadores devem prestar particular atengdo aos
genes mais susceptiveis de reagir a factores
ambientais. Estes genes tendem a agrupar-se em vérias
categorias tais como as que sdo controladores do ciclo
celular, a divisdo e estrutura das células, a reparagio do
DNA, aapoptose e o metabolismo.

Proteomica™**

A globalidade das proteinas existentes num
organismo durante o seu ciclo de vida ou, em menor
escala, a globalidade das proteinas encontradas num
tipo particular de células sob um determinado tipo de
estimulagdo, é designada, respectivamente, de
proteoma do organismo ou do tipo de célula.

Por protedmica entende-se o estudo em grande
escala das proteinas codificadas pelo genoma, em
particular as suas estruturas ¢ fungdes. Inclui ndo s6 a
identificagao e quantificagdo das proteinas, como
também a sua localizagdo, estrutura, modificagdes,
interacgdes (interatdmica) e, finalmente, as
respectivas funcdes™. Assumindo a ocorréncia de até
40.000 proteinas no organismo, torna-se evidente o
tremendo desafio posto aos cientistas que se dedicam a
protedmica.

O perfil do proteoma varia de célula para célula e
estd constantemente a ser alterado através das
interac¢des bioquimicas entre o genoma e o meio
ambiente. Por consequéncia, um organismo terd uma
expressio protedmica radicalmente diferente em
diferentes partes do organismo, em diferentes estddios
do seu ciclo de vida e em diferentes circunstincias
ambientais.

Para além dos métodos classicos ja estabelecidos
para estudo das proteinas, existem também técnicas

inovadoras a serem aplicadas neste campo™””’.

Metabolémica (ou Metabonémica)™”

O metaboloma representa o conjunto de todos os
metabdlitos num organismo bioldgico, que s3o os
produtos finais da expressdo génica. Por
metabolémica entende-se o estudo sistematico dos
marcadores quimicos inicos deixados pelos processos
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other words, even considering more than one type of
mRNA per gene, it is possible to proceed with a
differential analysis of the global transcriptome in
cells or tissues exposed to diverse xenobiotics.
Perfecting the manufacture of these microarrays
allows for the production of thin plates that are 10 cm’
long with 43,000 probes””. In other words, even
considering more than one type of mRNA per gene, it
is possible to proceed using differential analysis of the
global transcriptome in cells or tissues exposed to
diverse xenobiotics.

Ttis important to mention that although there is only
one genome for every cell of the organism there may
occur different transcritpomes in the same or different
cells, according the cell cycle phase, the organ,
developmental stage, etc.. This has to be taken in
account when comparing the differential
transcriptome expressions in biologic systems
exposed to chemicals.

In the application of transcriptomics to toxicology,
the researchers have to give special attention to the
genes more prone to react to environmental factors.
These genes tend to group themselves into several
categories such as those that control the cell cycle
controllers, the division and cell structure, the DNA
repair, the apoptosis and the metabolism.
Proteomics™"**

The entirety of proteins in existence int an organism
throughout its life cycle, or on a smaller scale the
entirety of proteins found in a particular cell type
under a particular type of stimulation, are referred to as
the proteome of the organism or cell type respectively.

Proteomics is the large-scale study of proteins
codified by the genome, particularly their structures
and functions. It includes not only the identification
and quantification of proteins, but also its localization,
structure, modifications, interactions (interatomic)
and, finally their respective functions®. Assuming
the occurrence of up to 400,000 proteins in the
organism, it becomes evident the daunting challenge
faced by scientists engaged in proteomics.

The proteome differs from cell to cell and is
constantly changing through its biochemical
interactions with the genome and the environment. So
one organism will have radically different protein
expression in different parts of its body, in different
stages of its life cycle and in different environmental
conditions.

Besides the classical methods already established
for the study of proteins, there are also innovative
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techniques being applied in this field”".
Metabolomics (or Metabonomics) ™"

The metabolome represents the collection of all
metabolites in a biological organism, which are the
end products of its gene expression. Metabolomics



celulares. Também se utiliza o termo metabondmica,
particularmente no contexto da avaliagdo toxicologica
de farmacos.

Varias dezenas de metabdlitos tém sido utilizados,
desde ha décadas, como biomarcadores em medicina.
Contudo como os quase 20.000 metabdlitos que se
presume cxistirem, ¢ muito provavel quc outros
venham a ser identificados como biomarcadores tteis,
em especial os que confribuam para um melhor
entendimento dos mecanismos de ac¢do dos
xenobidticos € vias metabolicas afectadas. Estes
também servirdo de biomarcadores uteis para o
diagnostico precoce de patologias consequentes da
exposi¢do a toxicos ambientais e poderdo ajudar na
suaprevengao.

Em resumo, um composto quimico pode actuar ac
nivel do genoma (DNA), dos processos de transcrigio,
da modulagdo das proteinas € da sua actividade
enzimatica. Por consequéncia os estudos de
toxigendmica podem ocorrer cm diferentes niveis
desta sequéncia com o recurso as ja mencionadas
técnicas de transcriptémica, protedmica e
metabolomica. Contudo, como s¢ pode depreender do
Quadro 3, estas diferentes tecnologias "-6micas” "tém
vantagens e desvantagens.
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means the systematic study of the unique chemical
fingerprints that cellular processes leave behind. The
word metabonomics is also used, particularly in the
context of drug toxicity assessment.

Since decades some dozen of metabolites have been
used as biomarkers in medicine. However, with the
about 20,000 metabolites that may exist, it is quite
probable that others might come to be identified as
useful biomarkers, especially those that allow for a
better understanding of the mechanisms of action of
the xenobiotics and the affected metabolic paths. These
will also serve as useful biomarkers for early diagnosis
of pathologies caused by exposure to environmental
toxicants and in that way help in its prevention.

Summing up a chemical agent may actat the level of
the actual genome (DNA), of the transcription
processes, of the modulation of proteins, and their
enzymatic activity. Therefore toxigenomics studies
may occur at various levels of this sequence through
the resort of the above-mentioned techniques of
transcriptomics, proteomics and metabolomics.
However as can be seen in Table 3, these different -
omic” technologies have advantages and
disadvantages.

Transcriptémica Protedmica Metabolémica
Transcriptomics Proteomics Metabolomics
Anilise de ¢a.25.000 genes Anilise de ? 100.000 proteinas Anilise de ca. 20.000
Fundamentos atravcs da sua cxpressao génica | Analvses of ? 100.000 proteins mctabolitos
Foundation (> 25.000 mRNAs) Analyses of about 20.000
Analvses of about 22.000 genes metabolites
through their gene expression
(> 25.000 mRNAs)
< Todos os genes podem ser s Os perlis proleicos podem % Indicadores f1veis do
testados scr obtidos de fluidos estado actual das células
All of'the gencs can be biologicos Viable indicators of the
Vantagens . ;c;rcd ] The pro{cin p_l‘oﬁlcs may . currcntl slrarc.c‘if'tl;c cc/{
Advantaccs % lecnolo gia bem be oblqmed from % Melabo l}t()s ja conhecidos
= cstabelecida biological fluids Mectabolites arc alrcady
Well established % As proteinas sdo known
tcehnigues indicadores mais sensiveis < Mclodos ja cstabelecidos ©
de toxicidade de custos acessiveis
The proteins are more Techniques are already
sensitive indicators ot know costs are reasonable
toxicity
% Necessidade de uiilizagdo % Néo existem técnicas para < A resposta metabolica
Desvantagens de células e tecidos todas proteinas pode estar afastada da
Disadvantages Need to usc cells and No techniques for all the origem patologica
tissues proteins The metabolic response
s Cusios elevados may be apart fiom the
High costs pathologic origin

Quadro 3 - Comparagéo das tecnologias de toxicogendmica

Table 3 - Comparison of toxigenomic technologies
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A farmacogenémica pode ser considerada como
uma parte da toxigendmica especialimente orientada
para o estudo dos mecanismos de ac¢do da eficicia e
toxicidade dos farmacos. Ela interessa sobretudo aos
investigadores ligados a industria farmacéutica®™.

Entretanto, a aplicagdo das novas tecnologias -
omicas’’ ndo fica limitada aos farmacos ou moléculas
candidatas a firmacos. Tém igualmente sido aplicadas
a outros compostos quimicos no ambito da
toxigenomica. E o caso dos estudos de substincias
consideradas como disruptores endécrinos”",
nefrotéxicas™, hepatotoxicas™, etc..

Bioinformatica: biologia computacional

A transcriptomica, bem como a protedmica e a
metabol6mica, produziram uma grande quantidade de
informagdo que continua em crescimento exponencial.
O tratamento global desta informagcio requer o auxilio
da bioinformatica ou do que vem sendo designado de
ciéncia computacional. Na realidade, a2 medida que a
informagao aumenta, torna-se mais dificil proceder a
sua analise e interpretagdo. Os cientistas s3o obrigados
a trabalhar com quantidades de informagio da ordem
dos terabytes (1 terabyte equivale a 2% bytes) estando
previsto que atinjam valores da ordem dos petabytes (1
petabyte equivale a 2% bytes) num futuro préximo. Tal
s6 & possivel com o desenvolvimento da ciéncia
computacional™ ou, mais especificamente da biologia
computacional™,

Presentemente a biologia computacional tornou-se
uma ferramenta imprescindivel para coordenagio e
sistematizagdo da enorme quantidade de informacio
adquirida das novas tecnologias “'-Omicas’’. Ao
mesmo tempo, tornou-se possivel a conceptualizagio
de modelos explicativos que integrem a informagao
recolhida de diferentes bases de dados™"*".

Abiologia de sistemas é o dominio de actividade em
que se procura integrar a informagao produzida pelas
varias tecnologias com o fim de melhor se entender o
funcionamento de sistemas biologicos ao nivel
biomolecular™. Mediante a analise das relacdes e
interacgdes entre varias partes dum sistema biologico
(e.g. as relagGes das redes genes/proteinas envolvidas
na sinalizagdo das células, vias mctabolicas, organitos
celulares, sistemas fisiologicos, organismos, etc.), a
biologia computacional procura conceptualizar um
modelo aproximado do funcionamento global do
sistema em estudo (Fig. 2).

Na biologia de sistemas estudam-se os genes, os
mRNASs, as proteinas e metabdlitos num organismo
(através da tecnologias ja referidas), de modo a
quantificar as alteragdes da expressdo génica em
resposta a uma perturbacao especifica (e.g. exposi¢io
a xenobidticos). Com base na informagio recolhida
sdo gerados no computador modelos matematicos
interpretativos. Modelos estes que devem
posteriormente ser testados para se comprovar a sua
validade.
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Pharmacogenomics can be considered as a part of
toxigenomics especially oriented towards the study of
mechanisms of action of efficacy and toxicity of
drugs. It deserves the specific interest of researchers,
namely of those linked to the pharmaceutical
industry™”.

Meanwhile, the application of new “-omic”
technologies, are not limited to drugs or molecules
that are drug candidates. It has also been applied to
other chemical compounds in the scope of
toxigenomics. This is the case of the studies on
substances considered as endocrine disruptors®™™”,
nefrotoxics"”, hepatotoxics™, etc..

Bioinformatics: computational biology

Transcriptomics, as well as proteomics and
metabolomics, have provided a mass of information,
which continues 1n exponential growth. The global
treatment of this information requires the aid of
bioinformatics, or as what has become known as
computational science. In reality, as the amount of
information ads up, it becomes increasingly difficult
to proceed with its analysis and interpretation.
Scientists are compelled to work with quantities of
information in the order of the terabytes and in the near
future it is foreseen to reach values in the order of
petabytes. that will only be possible with the
development of computational science™ or, more
specifically with computational biology™.

Nowadays computational biology became a
crucial tool for coordinating and systematizing an
enormous quantity of information that is acquired
through the new “-omic” technologies.
Simultaneously, the conceptualization of explanatory
models that integrate the information gathered from
different databases became possible™’*,

Systems biology is the domain of activity that
attempts to integrate information produced from
various technologies in order to better understand the
functioning of biological systems at a biomolecular
level™. By analyzing the rclationship and interaction
between the several parts of a biological system (e.g.
the relationships of gene/protein networks involved in
cellular signals, metabolic paths, cellular organites,
physiological systems, organisms, etc.,),
computational biology attempts to conceptualize an
approximate model of the global functioning of the
system under study (Fig.2)

In systems biology, one studies the genes, mRNAs,
proteins and metabolites in an organism (through the
technologies already referred), in order to quantify the
alterations of gene expression in response to a specific
disturbance (e.g. exposure to xenobiotics). On
grounds of thc information gathcred, mathematical
explanatory models of the verified alterations are
generated computationally. These models are
afterwards tested to verify their validity.
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Figura 2 - Processo iterativo na biologia de sistemas (adaptado de™)
Figura 2 - Iterative process in systems biology (adapted from *)
Em resumo, trata-se dum processo iterativo que Insummary, it is an iterative process that involves the
envolve a participagdo multidisciplinar da biologia multldlsm_phnary participation f)f .molecular b1olqu,
molecular, biologia computacional, estatistica, computatloqal blologyf stat1§tlcS, ;nathematl'cs,
matematica, ciéncia computacional, bioquimica, computer science, chemistry, biochemistry, physics,

fisica, etc. etc.
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Conclusie

E incontroverso o interesse da aplicagio das
tecnologias gendmicas ao estudo da toxicologia de
compostos quimicos, tal como se demonstra pela
emergéncia da toxigendémica™ "™,

As industrias farmacéutica, de cosméticos e de
aditivos alimentares contam-se entre as mais
interessadas na validagio destas técnicas. Elas poderdo
vir a tornar-se¢ alternativas ou complementares das
correntemente utilizadas nos protocolos de avaliagdo
datoxicidadc.

Por outro lado, considerando o interesse dos
organismos internacionais em defender a salde
humana ¢ o meio ambiente da acgio de milhares de
compostos quimicos, sobre os quais a informagdo
toxicolégica é escassa, existe a necessidade de investir
esforgos para serem encontrados métodos cientificos
validos que possam colmatar aquela falta de
informagio.

Neste contexto, varias entidades reguladoras tais
como a FDA (Food and DrugAdministration)™*!

e a OCDE"™ ja demonstraram interesse em apreciar
novos métodos de avaliagio de produtos submetidos
para aprovagao.

Uma vez que a quantidade de informagao produzida
ja & significativa, em conscquéncia da aplicagdo das
novas tecnologias, ¢ inevitavel que se torne necessario
recorrer 4 bioinformética para tratamento e arquivo da
mesma em bases de dados. Ao nivel internacional,
foram criados vérios centros dedicados a estudos
toxigenomicos. Nos EUA, por exemplo, existe o
National Centre for Toxigenomics do NIEHS
(National Institute of Environmental Health Sciences).
O seu objectivo principal é utilizar as tecnologias de
analise da expressio gendmica global para definir a
melhor politica no sentido de defender a saide humana
¢ o0 meio ambiente™**". Tém sido desenvolvidos
esforgos para recolher de forma sistemdtica os
resultados obtidos dos diferentes centros dedicados a
investiga¢io em toxigenémica™”.

E de esperar que, num préximo futuro, a toxigenomica
se tome numa ciéncia de grande utilidade para a
compreensdo dos mecanismos de doengas causadas
pela polui¢do ambiental e, ao mesmo tempo,
contributiva paraa sua prevengdo™.
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