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O Homem esta exposto diariamente a substancias de diferentes naturezas no seu cotidiano,
sendo que essa exposi¢do multipla pode ocorrer simultaneamente ou sequencialmente a um
conjunto de substincias, a partir do seu uso € da liberagdo dessas no ambiente. Por essa
razio, a preocupagio quanto aos métodos empregados na avaliagdo do risco para a saude
humana para as misturas quimicas, tem sido crescente. As substancias presentes em uma
mistura podem ou ndo interagir entre si e alterar suas caracteristicas quimicas e
toxicologicas. Na avaliagdo do risco de misturas, o interesse ndo € apenas identificar a
toxicidade (ou perigo) de um componente, mas a possivel interagdo que os componentes
possam apresentar ¢ sua implicagdo na determinagdo dos niveis aceitaveis de exposicao. 0
objetivo do trabalho foi analisar criticamente o método proposto de avaliagio do risco para
a saude humana para as misturas simples, no que diz respeito as etapas que envolvem a
analise dos dados toxicologicos da mistura ou de seus componentes. O estudo foi
desenvolvido segundo o método exploratorio e pesquisa bibliografica, sendo investigadas
as propostas internacionais de avaliagio, com a finalidade de apontar os principais
beneficios e limitagdes de cada modelo proposto. Assim, foi possivel identificar
particularidades relativas ao modelo padrio de avaliagdo utilizado para substancias isoladas
e concluir que, para as misturas, 0 método de avaliagdo do risco para a saiide humana deve
ser abrangente o suficiente para contemplar a necessidade cientifica, mas nao austero a

ponto de limitar as discussoes caso-a-caso € de perpassar os limites da ciéncia.

Resumo



ABSTRACT




The human being has been exposed to chemicals daily by different sources because the
activities of their quotidian. This multiple exposure can occur concomitantly or sequentially
by a group of chemicals due to their use and the release to the environment. For this reason,
the methods applied to assess the risk of chemical mixtures, have been asked. The
chemicals which compose a mixture could or not interacting changing their chemical and
toxicology characteristics. In the risk assessment of mixtures, the goal is not just identify
the toxicity (or hazard) of the components, but the interaction that can occur between
themselves and the impact to determine acceptable limits of exposure. The goal of this
study was scrutinize the method internationally purposed to assess the risk for human
health by the exposure to simple mixtures, mainly about the stages related to toxicological
data of mixtures or of their components. This study was done by exploratory method and by
bibliographic investigation. The discussion of those international purposes focused on the
main advantages and the limitations of each model, being possible identify the differences
between the standard models of risk assessment to single chemicals. It was possible to
conclude to the mixtures, that the method to evaluate the risks to human health must be so
ample to regard the scientific necessity, but not so strict to limit the case-by-case evaluation

and not to permit extrapolate the limits of science.

Abstract
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O conhecimento de que o uso de substancias quimicas pelo homem pode levar a
diversos tipos de prejuizo para a saude impulsionou a comunidade cientifica ao estudo mais
detalhado dos fatores que exercem direta contribuigao no processo de avaliagdo do risco,

com a finalidade de promover a protegio a saude.

A maior evolugdo na avaliagdo da seguranga das substancias foi resultado da
infludncia das necessidades governamentais para a regulamentagdo de produtos. A
preocupagio com o estudo da toxicidade das substéncias e com suas conseqiiéncias para a
satde foi intensificada em meados do século XVIII e século XIX, a partir da revolugdo
industrial, devido ao resultado da produgdo e da liberagdo, em grande escala, de novas

substancias no ambiente (GALLO, 1996)1.

Diversas leis que controlam a produgdo, o uso € a liberagdo de substancias no
ambiente foram elaboradas ao longo dos anos. Atualmente, a regulamentagdo de produtos
quimicos normalmente envolve a avaliagdo por meio da analise individualizada de seus
componentes. Entretanto, as exposi¢des reais, ao contrario, provém da combinagdo de
agentes biologicos, quimicos e fisicos que podem influenciar na manifestagdo dos efeitos
adversos sobre o organismo. Em geral, a exposi¢do ocorre principalmente através do
consumo de alimentos e de agua, da exposicdo ambiental, residencial e ocupacional
(HERTEZBERG et al, 2000, MONOSSON, 2005; SEXTON et al, 1995).

Apesar de o método de avaliagdo do risco conduzido para substancias isoladas
ser uma ferramenta importante e geralmente aceita com a finalidade da protecdo ambiental
e da sande humana, a validade e a abrangéncia do mesmo vem sendo estudada devido a
particularidade ~ das  condigdes  reais de exposi¢io aos produtos quimicos
(VAN ZORGE, 1996).

As tentativas de predizer os efeitos causados por diversos tipos de misturas vém
interessando farmacologistas e toxicologistas por décadas. Na farmacologia, um dos

desafios tem sido desenvolver métodos que possam predizer se a combinagdo de

! GALLO, M. apud MONOSSON, E. Chemical Mixtures: Considering the Evolution of Toxicology and
Chemical Assessment. Environ Health Perspect, 113: 383-90, 2005.
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medicamentos podera interagir adversamente, aumentando sua toxicidade ou reduzindo sua
eficacia (BORGERT, 2004).

Na toxicologia, o desafio primordial tem sido desenvolver métodos para
predizer a toxicidade resultante da exposi¢d@o combinada a diversas substincias presentes
no meio ambiente, através do ar, da adgua, dos alimentos, dos medicamentos e de outros
produtos de consumo. Esses desafios sdo formidaveis do ponto de vista bioldgico, quimico
e estatistico e apresentam significativos obstaculos para a formulagdo dos métodos para a

avaliac¢do do risco da exposi¢ao as misturas (BORGERT, 2004).

Para determinar a ocorréncia de efeitos nocivos sobre uma populagido exposta, a
avaliagdo do risco de substancias quimicas isoladas tem sido uma ferramenta muito
utilizada. Esse método inclui diversos elementos, que seguem a propria definigdo do risco:
a descrigdo dos efeitos adversos a saide baseada na avaliagdo de resultados de estudos
epidemiologicos, clinicos e toxicologicos; na extrapolagdo de resultados desses estudos
para predizer o tipo e estimar a amplitude desses efeitos nos seres humanos sob
determinadas condigdes de exposi¢do; em julgamentos tais como o numero e
particularidades das pessoas expostas nas diversas intensidades e dura¢des. Além disso, a
avaliagdo deve incluir as incertezas inerentes ao processo de inferéncia do risco
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1983).

Para estimar o risco, baseado nessas premissas, um método que envolve
diversas etapas deve ser conduzido. A base dessa avaliagdo inclui, portanto, o
conhecimento da capacidade da substincia de causar efeitos nocivos (toxicidade ou perigo)
e as condigdes em que determinada populagdo estard em contato com o produto

(exposig@o): via, duragdo e freqiiéncia.

A toxicidade pode ser definida como a capacidade inerente e potencial de
determinada substancia em causar efeitos nocivos a um organismo vivo. Esses efeitos so se
manifestam se ocorrer o contato ou exposi¢do desse organismo a substincia que apresenta
essa propriedade. Esse contato pode ocorrer através de diversas vias (oral, dérmica,
inalatoria, ocular) por periodo de tempo variavel, de acordo com as condigdes de uso do

produto ou mesmo devido a exposi¢do ndo-intencional.

Introdugdo
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O risco é definido, portanto, como a probabilidade de ocorréncia de um efeito

nocivo em um organismo vivo (perigo), em determinadas condigdes de exposigio.

O processo de avaliagdo do risco para a exposi¢do as substancias isoladas
abrange quatro etapas principais (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1983):

1) Identificagdo do Perigo: identifica 0s efeitos toxicos em um sistema
biologico causados pela exposi¢do a um agente quimico (ex: cdncer,
malformagdes, hepatotoxicidade, etc.). A maior parte desses efeitos ¢
determinada em estudos em animais de laboratorio ou em outros sistemas
teste com a finalidade de se avaliar os érgdos-alvo de toxicidade, o tipo de
resposta toxica € 0 mecanismo de toxicidade, nas diferentes condigdes e

magnitudes de exposigdo nos modelos experimentais.

2) Avaliagdo Dose-Resposta: caracteriza a relagio entre a dose de um agente
quimico que entrou em contato com o sistema teste e a incidéncia de efeitos
adversos para a saide na populagio exposta. A avaliagio dose-resposta
geralmente requer a extrapolagdo das altas doses testadas nos animais de
laboratério para as baixas doses de exposi¢do humana. E nessa etapa que 0s
métodos de extrapolagdo utilizados para predizer a incidéncia de efeitos na
populagio humana e caracterizar as incertezas estatisticas e biologicas

devem ser descritos e justificados.

3) Avaliagdo da Exposi¢do Humana: etapa em que a exposigdo ao agente
quimico é medida ou estimada, considerando sua magnitude, freqiiéncia,
duragio e via, assim como o tamanho e a natureza das populagdes humanas

expostas ao agente.

4) Caracterizagdo do Risco: etapa na qual a incidéncia de efeitos para a sande ¢
estimada sob as diversas condigdes de exposigdo humana descritas na etapa
anterior. E desenvolvida em combinagio com a avaliagdo dose-resposta € a
avaliagdo da exposicdo. E nessa etapa que as incertezas identificadas nas

etapas anteriores devem ser consideradas.
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A avaliagio do risco ndo deve ser conduzida se, na primeira etapa,
(Identificagdo do Perigo) nenhum efeito toxico tenha sido observado, uma vez que uma
substdncia que ndo age adversamente sobre um sistema biologico, nio oferece riscos a
saide humana (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1983).

O método de avaliag@o do risco as substincias quimicas contribui para a analise
prévia da relagdo risco-beneficio da exposi¢do em uma populagdo. Além disso, esse método
€ util para a determinagdo de um nivel de exposi¢o seguro, ou seja, exposigdo essa que ndo
cause prejuizo a saide da populagio. Sendo assim, esse método de avaliagio é

imprescindivel para a manutenc¢fio da saide publica.

O modelo de saiide publica prevé trés niveis principais de atuagdo (Figura 1),
sendo o de maior prioridade, o de nivel da prevengao, ja que antecipa a possivel ocorréncia
de efeitos nocivos. O segundo, envolve as medidas de intervengdo na populagio acometida,
quando a preveng#o primaria falha. A remediacéo e o tratamento dos individuos sdo os
ultimos recursos, 0s quais requerem tratamento profissional dos prejuizos e incapacidades
dos individuos acometidos (SEXTON et al, 1995).

TRATAMENTO

M

r

INTERVENGAO

PREVENGAO

Figura 1- Modelo de saide publica (adaptado de SEXTON et al, 1995).
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As decisdes de aceitabilidade de uma populagdo aos riscos, inclusive da
exposigdo as misturas quimicas, devem ser, portanto, guiadas pelos principios da saide
publica. Porém, estas dependerdo da consisténcia das informagdes e de sua exatiddo e
confiabilidade, quanto aos dados de exposi¢do, dos efeitos para a saude e da relagao entre
esses dois parimetros (SEXTON et al, 1995).

Portanto, o conhecimento dos efeitos adversos causados por exposigdes as
misturas deve ser parte integrante da protegdo a saude ptblica (SEXTON et al, 1995). Para
isso, torna-se essencial a estimativa do risco, voltada especificamente as particularidades

das misturas quimicas.

Segundo o dicionario Michaelis (2005), uma mistura ¢ definida como “a unido
em propor¢des indefinidas, e sem combinagdo quimica, de corpos que conservam as Suas

propriedades especificas’.

O dicionario on-line Websters conceitua uma mistura COmo “um produto que
consiste de duas ou mais substancias conjuntas, nao em proporgdes fixas ¢ que ndo sofram
interagdo quimica” (WEBSTER’S ONLINE DICTICIONARY WITH MULTILINGUAL
THESAURUS TRANSLATION, 2005).

A Agency for Toxic Substances and Disease Registry (2004) conceitua mistura
como “qualquer combina¢do de duas ou mais substincias, independente da origem ou
proximidade espacial ou temporal que pode contribuir para um efeito potencial em uma

populacdo receptora’.

Diversas terminologias e definigdes tém sido propostas internacionalmente no
campo das misturas, a fim de esclarecer ual tipo de combinagdo devera ser considerada
p q p ca

nas avaliagdes internacionalmente propostas.

As misturas quimicas sdo classificadas de acordo com a sua constitui¢ao, sendo
essa terminologia adotada internacionalmente (HERTZBERG et al, 2000, FERON,
GROTEN, 2002, MONOSSON, 2005; HENSCHLER et al, 1996):

Introdugdo
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/) Misturas simples: combinagao de duas ou mais substancias conhecidas e
quimicamente identificaveis. Quando uma mistura € formada de dois

componentes apenas, a mesma € conceituada como mistura bindria.

Exemplos: produtos comerciais (saneantes, praguicidas, cosméticos, €tc...) ou

misturas provenientes da exposicao a multiplos agentes no ambiente de trabalho.

2) Misturas complexas: combinagdo de grande quantidade de substancias
(centenas de milhares), ndo sendo todas conhecidas e nem sempre podendo

ser quimicamente identificadas.

Exemplos: destilados de petroleo, vapores de fundi¢do e de solda, aminas
heterociclicas, produtos de combustéo de derivados de petroleo (diesel), particulas solidas,

fumagca de cigarro, poeira de madeira, entre outros.

Na Europa, outras defini¢des foram propostas. Segundo o Conselho de Satde
da Holanda (Health Council), a distingdo pratica para determinar as conseqiiéncias da
exposigao as combinagdes de substdncias esta entre combinagdes especificadas ou definidas
e as misturas. Essa definicdo estabelece que todas as substancias que compdem as
combinagdes definidas sejam conhecidas, o que pode n3ao acontecer em uma mistura
(JONKER et al, 2004).

A principal caracteristica de uma mistura €, portanto a simultaneidade da
exposi¢do aos seus constituintes, como resultado de sua ocorréncia combinada. O campo
das misturas abrange as substdncias que estdo presentes de forma simultdnea no
determinado momento da exposi¢gdo humana, seja uma combinagdo ou associagdo em um
produto de origem industrial, seja no meio ambiente, como resultado da exposicdao

simultanea as substancias isoladas, seja em uma atividade industrial ou ocupacional.

No ambiente, as misturas quimicas também podem se formar como resultado de
um processo de transformagdo. A composigdo e a quantidade de misturas presentes no meio
podem sofrer alteragGes se os componentes forem susceptiveis a processos de degradagdo
como fotolise, hidrolise e biodegradagédo. Essas reagdes de transformagao podem ocorrer no
solo, no ar, e na agua (ENVIRONMENTAL..., 2001). Entretanto, o estudo desse tipo de

Introducgdo
40



formagao ambiental das misturas néo sera o foco desse trabalho, sendo este voltado aquelas
combinagdes que ocorrem a partir da mistura intencional de substincias nos produtos

comercializados, em especial s misturas simples.

Nesta monografia, 0 termo misturas sera considerado como qualquer
combinag3o entre substancias quimicas, proveniente da composi¢ao de produtos comerciais

(misturas planejadas).

As substancias presentes em uma mistura, homogénea ou heterogénea, podem
ou ndo interagir quimicamente entre si, podendo alterar suas caracteristicas quimicas €

toxicologicas.

A intera¢do pode ocorrer intrinsecamente na propria mistura, sendo que os seus
constituintes podem interagir quimicamente, gerando outros produtos com toxicidade

diferenciada dos originais.

Ou entio, a interagdo entre os componentes pode ocorrer biologicamente, apos
a exposigdo a mistura, interferindo no comportamento cinético desses compostos ou na

ligagdo com os sitios de ag¢ao.

Portanto, na avaliagdo do risco de misturas, 0 interesse ndo € apenas avaliar a
toxicidade (ou perigo) de um componente, mas também a possivel interagdo que os
componentes possam apresentar € sua implicagdo na determinagio dos niveis aceitaveis de
exposigio. A partir do conhecimento da agao combinada, e dos conceitos de inferagdo ou
ndo-interacdo de seus constituintes, diversos métodos para a condugdo da avaliagdo do

risco das misturas quimicas tém sido propostos.

Para descrever uma combinagio relacionada a ndo-interacdo de seus
componentes, termos como aditividade de resposta, aditividade de dose e interacdo zero
sio utilizados (KONEMMAN, PIETERS, 1996).

A ndo-interagdo ¢ postulada por dois principios basicos introduzidos por Loewe
em 1929 e por Bliss em 1939.
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A aditividade de Loewe € baseada no conceito de que um agente ndo pode
interagir com si proprio. Assim, Loewe assumiu que dois compostos que ndo interagem

comportam-se como diluigdes um do outro quando combinados (BORGET et al, 2001).
Matematicamente esse principio € expresso da seguinte forma:

A/A* + B/B* = I, onde A/A* e B/B* sdo fragdes igualmente efetivas a 4 e B,

respectivamente.
Desse principio surge o conceito da aditividade de dose ou de concentragio.

A aditividade de doses é aplicada quando cada substincia se comporta como
uma concentra¢do ou dilui¢do de todas as outras substancias da mistura, ou seja, a resposta
da combinagdo € a resposta esperada da dose equivalente de uma substdncia indice. Diz-se
substdncia indice aquela substincia selecionada como a base para a padronizagio da
toxicidade dos componentes da mistura. Essa deve apresentar a maior quantidade de
informagdes toxicologicas e deve ter uma relagdo dose-resposta claramente definida. A
aditividade de dose ¢ aplicada para substancias que apresentam mesmo modo de agdo ou
mesmo orgdo-alvo de toxicidade (HERTEZBERG et al, 2000; BORGERT, 2004).

O segundo modelo de n3o-interagdo, baseado no principio de Bliss, €
relacionado a independéncia de respostas. Esse principio € aplicado para a aditividade de
respostas, em que os efeitos de uma combinagdo dos compostos 4 e B sio calculados a
partir dos efeitos individuais dos mesmos (Ea e Eg). O conceito implica a independéncia
funcional dos componentes de uma combinag@o, pois um ndo interfere na agdo do outro e
ndo altera sua agdo. Matematicamente, o principio de independéncia de Bliss pode ser
expresso: Ea. p = Ea + Ep — (Eax Eg), onde E é a probabilidade de um efeito
(BORGET et al, 2001).

A aditividade de respostas é utilizada quando a resposta toxica
(taxa, incidéncia, risco ou probabilidade de efeito) da combinagdo € igual a soma
condicional das respostas dos componentes, ou seja, € aplicada para misturas compostas de
substdncias que apresentam agdes diferenciadas, caracterizadas por modos de agdo ou
orgdos-alvo diferenciados de toxicidade (HERTEZBERG et al, 2000; BORGERT, 2004).
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A interagio zero representa o efeito de ndo interagdo, ou seja, quando agoes
antagonistas ou sinergistas ndo ocorrem, caracterizando a aditividade entre dois ou mais

componentes (SHUNEL, 1996).

Poucos paises tém desenvolvido procedimentos para avaliar e prevenir oS riscos
de exposigdes combinadas, e tém incorporado essa questdo na sua politica de

gerenciamento do risco (VAN ZORGE, 1996).

No Brasil, a comercializagdo da maioria, sendo de todos os produtos em que a
exposi¢io humana ocorre, € regulamentada levando-se em conta 0 perigo (e nao o risco)

para a saude ¢ para 0 meio ambiente.

Atualmente, o registro de novas substancias no Brasil, segundo requerimentos
para a protegdo da saude, € regrado pelas legislagdes do Ministério da Satde e aplicado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Assim como o € com O Ministério do
Meio Ambiente, através do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), quanto a protecao do meio ambiente, no caso do registro de
produtos quimicos. Para © registro de praguicidas, especificamente denominados
agrotoxicos, diversos estudos de toxicidade devem ser apresentados para o estabelecimento

do risco da exposigio ao produto candidato.

Nesse contexto, considerar a avaliagdo da toxicidade (perigo) de misturas seria
enriquecedor, uma vez que diversos produtos registrados apresentam a caracteristica de

possuir, em sua composi¢ao, dois ou mais ingredientes ativos.

Em um levantamento realizado no Sistema de Informagio de Agrotoxicos

(SIA), foi possivel observar a quantidade de misturas de praguicidas registradas no pais.

O SIA é um banco de dados, instituido pelo Decreto n® 4.074 de janeiro de
2002, que contém informagdes de interesse publico relativas ao uso e registro de produtos
agrotoxicos. O sistema € mantido e atualizado pela ANVISA e pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), a partir dos processos de
registro concluidos pelos orgdos (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2005).
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Os dados obtidos demonstram que, do total de formulagdes registradas no pais
(n=2046), 240 foram identificadas como sendo misturas (Quadro 1). A maior parte das
misturas registradas sdo misturas binarias, ou seja, formulagdes compostas de dois

ingredientes ativos.

Quadro 1- Misturas de praguicidas registradas no Brasil

Classe Numero de formulagdes Numero de formulagdes
registradas compostas de dois ou mais
ingredientes ativos
Acaricida 135 03
Bactericida 12 02
Cupinicida 07 -
Feromonio 21 03
Formicida 31 -
Fungicida 232 38
Herbicida 313 62
Inseticida 299 11
Nematicida 24 -
Subtotal 1074 119
Regulador de Crescimento 1002 121
Total 2076 240

— nenhuma mistura registrada

Portanto, com base no cenario atual, ¢ de grande valia o estabelecimento de
critérios que direcionem a avaliagdo do risco desse tipo de mistura, com base nos modelos

internacionalmente propostos e nas recentes discussdes acerca das misturas quimicas.

Assim, para que a regulamentagio contemple a realidade das misturas quimicas,
uma avaliagd@o dos critérios cientificos deve ser realizada com a finalidade de discemnir
entre as discussOes realizadas ao longo das ultimas décadas. Dessa forma, os critérios
poderdo ser futuramente adotados em diversos dmbitos da comercializagdo dos produtos

quimicos.
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Considerando todas essas questdes, surge a necessidade do desenvolvimento de
uma nova divisdo ou area da toxicologia, baseada em uma Toxicologia preditiva. Essa area
contemplaria o estudo dos métodos para estimar ou predizer a ocorréncia de efeitos tOXICOS
para a saude humana, a partir da utilizagao de ferramentas diferenciadas daquelas utilizadas

como padrio no atual modelo de avaliagio (YANG, 1996).

O presente trabalho voltar-se-a 4 discussdo da interagao biologica dos
constituintes de uma mistura simples € também ao modo como essa interagdo poderia
impactar na toxicidade e, consegiientemente, no risco dessa exposi¢do para a saide
humana. Isso porque muitos dos produtos comercializados no pais, de uso cotidiano, sao
constituidos por diversas substancias simultaneamente. E para esse tipo de mistura que a
analise critica dos critérios aplicados no método internacionalmente proposto de avaliacdo

do risco das misturas quimicas para a saade humana, sera conduzida.

Primeiramente, porque € para esse tipo de misturas que ha maior
disponibilidade de informagbes e para 0 qual todos os modelos que contemplam o método

de avaliagdo do risco proposto podem ser conduzidos.
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2.1- Objetivo geral

Perscrutar as fases criticas do método proposto de avaliagdo do risco para a
saude humana das misturas quimicas, no que diz respeito as etapas que envolvem a analise

dos dados toxicologicos da mistura ou de seus componentes.

2.2- Objetivos especificos

a) Investigar os modelos propostos internacionalmente para a avaliagdo do risco
a satde de misturas quimicas, enfatizando a etapa da identificagao do perigo
e suas implicagdes para o estabelecimento de um modelo sistematico, a partir

da utilizag@o de dados de diversas naturezas.

b) Analisar criticamente os critérios utilizados para a escolha dos modelos na

condugio da avaliagdo do risco as misturas simples.

¢) Verificar as limitagoes durante a condugao das principais etapas da avaliagdo
do risco para a saude humana propostas para as misturas quimicas, no que

diz respeito as consideragdes toxicologicas do processo.
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O estudo foi desenvolvido segundo o método exploratorio € de pesquisa

bibliografica.

Para o cumprimento dos objetivos apontados foram realizados levantamentos
bibliograficos e pesquisas em literatura cientifica nacional e internacional, em bases de

dados e sistemas de bibliotecas presenciais ou virtuais (BIREME, PUBMED, LILACS,

SciELO, entre outros).

As informaces utilizadas foram obtidas de artigos publicados em revistas
indexadas, de guias (Guidances) e de protocolos (Guidelines) publicados por Agéncias
Governamentais ou outras Organizagdes publicas e privadas principalmente dos Estados
Unidos e Europa, assim como de publicagdes elaboradas e disponibilizadas por diversas

Universidades internacionais.

O principal material utilizado na pesquisa foi proveniente de fontes secundarias
de dados, de cunho cientifico, que permitem a cobertura de uma variedade de fendmenos

muito mais ampla do que se poderia pesquisar diretamente.

A pesquisa inicial baseou-se na identificagdo dos paises que tém trabalhado, nos
tiltimos anos, com a avaliagdo do risco de misturas, assim como na analise dos diferentes
métodos propostos internacionalmente. Dessa forma, foi possivel direcionar a pesquisa,
priorizando a coleta de dados em fontes cientificamente idoneas e relevantes para o

estabelecimento de um universo amostral adequado para ser utilizado no presente trabalho.

Foram, portanto, identificados os principais grupos, considerados exercerem
papel chave na discussio mundial da elaboragio e implementagdo dos métodos de
avaliagio do risco das misturas quimicas para a salde humana. Com base nessas
discussdes, o trabalho foi elaborado, complementado pelas discussdes de diversos outros
grupos paralelos ou indiretamente relacionados que tém fornecido contribuigdo cientifica a

partir de suas atividades.

A partir da analise dos diferentes métodos de avaliagdo do risco de misturas
propostos mundialmente, os critérios e elementos bases para sua condugdo serao

identificados e discutidos.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO
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Atualmente, a discussdo acerca da avaliagdo de misturas tem levado os
toxicologistas a confrontar-se com diversos pontos criticos: 1) 0 homem, assim como 0s
OULTOS OTganismos no ecossistema, esta exposto a uma mistura de substincias e ndo as
substancias isoladamente; 2) ha uma lacuna relacionada ao conhecimento das interagdes
toxicologicas das misturas quimicas, considerando a numerosa quantidade de misturas
presentes no ambiente; 3) € impraticavel, e até impossivel, utilizar os métodos da
toxicologia convencional para avaliar as interagdes toxicolégicas provenientes das
misturas quimicas; 4) ha uma preocupagdo crescente a respeito da utilizagdo e sacrificio
de elevado numero de animais de experimentagdo utilizados na pesquisa biomedica e
5) é inapropriado manter os métodos de avaliagdo utilizados para substancias isoladas,
no presente cenario de avaliagio do risco de misturas (YANG, 1996,
SEXTON et al, 1995).

A partir da anélise dos métodos propostos, foi possivel identificar algumas
das limitagdes ainda existentes no processo de avaliacdo do risco de misturas, além de
demonstrar qual dos modelos seria 0 mais apropriado para a avaliagdo do risco as

misturas simples.

Segundo as propostas internacionais, a decisdo de utilizar um ou outro
modelo de avaliagio e a forma de evolugdo do processo dependera do tipo de
informagdo disponivel a respeito da mistura em questao.

4.1- Programas internacionais para a evolucio da avaliacfio de misturas quimicas

Diversos programas e grupos formados por representantes da comunidade
cientifica, industrial, governamental e regulatoria, entre outros, foram e tém sido criados
em todo o mundo para discutir a exposi¢do as combinagdes de substancias
(misturas quimicas) € as propostas de avaliagdo da toxicidade e do risco dessa exposigdo

para a saude humana

Diversas discussbes tém sido realizadas ao longo das ultimas décadas,
resultando no avango do entendimento das exposigdes multiplas e na conseqiiente
publicacdo de diversos documentos relacionados. A pesquisa demonstrou que 0S

principais grupos de pesquisadores, reguladores e representantes da comunidade
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envolvidos ativamente no processo da avaliagdo do risco das misturas quimicas estio

locados nos Estados Unidos e na Europa.

Esses grupos, em sua maioria, sdo vinculados aos Orgdos governamentais,
Institutos de Pesquisa, Universidades e Organizagdes independentes, os quais tém
discutido e publicado diversos guias, manuais, documentos suporte e relatdrios que
estabelecem critérios para a identificagdo e a caracterizagio do perigo e a avaliagdo do

risco de misturas quimicas.

4.1.1- Estados Unidos

Nos Estados Unidos, o reconhecimento de que a exposi¢do a combinagdo de
substancias pode exercer um papel na produgdo de efeitos para a satide humana resultou
em diversas leis voltadas para a pesquisa no campo das misturas quimicas. Um exemplo
disso € o Food Quality Protection Act (FQPA) e a Safe Drinking Water Act
Amendments de 1996 (FQPA, 1996)°.

Os Estados Unidos foram pioneiros em considerar a seguranga das misturas
quimicas. A legislagdo desse pais demonstra a preocupagdo com a seguranga dos
produtos quimicos disponibilizados ao meio ambiente e a populagio (MONOSSON,
2005; TEUSCHLER et al, 2004):

- Federal Food Drug and Cosmetic Act (1938): avaliagdo de seguranga de
novas drogas, aditivos alimentares e niveis especificos de tolerancia para

praguicidas e outras substancias nos alimentos.

- Federal Insecticide, Fungicide and Rodenticide Act (1970): criagio da
EPA e caracterizagdo das substincias isoladas.

- Comprehensive Environmental Response, Compensation, and Liability Act
(CWRCLA) (1980): primeira Lei de importancia que abordou e definiu

amplamente os poluentes ambientais, incluindo as misturas quimicas.

2 FQPA apud MONOSSON, E. Chemical Mixtures: Considering the Evolution of Toxicology and
Chemical Assessment. Environ Health Perspect, 113: 383-90, 2005.
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- Guideline for Health Risk Assessment of Chemical Mixtures (1986) e Risk
Assessment Guidelines for Superfund (1989): primeiros manuais que
definem e operacionalizam os métodos de avaliagéo do risco, tais como o
indice de perigo (baseado na adi¢do de dose) e da adi¢do de resposta para

avaliar o impacto das misturas quimicas sobre a satide publica.

- Food Quality Protection Act (1996). regula a exposig¢do humana a diversas
substancias através dos alimentos, drogas e praticas agricolas. Inicio para
exposi¢io agregada a praguicidas similares nos alimentos (FQPA, 1996,
USEPA. 2003a)’. Primeira tentativa de desenvolver avaliagdo de
praguicidas baseada na toxicidade combinada e de misturas complexas

(organofosforados e arsénico).

- Clean Air Act (1955): estabelecido critério de qualidade do ar (limites de
liberagio de substancias- 1971). Considera o impacto cumulativo de
substancias provenientes de multiplas origens (poluentes no ar podem

interagir produzindo efeitos adversos a saude).

- Clean Water Act (1948): estabelecidos critérios de qualidade da agua
(limites de substincias individuais). Avaliagdo de toxicidade dos

efluentes.

- Safe Drinking Water Act (1974): protegao da agua potavel de superficie e
subterranea.

- Toxic Substances Control Act (1976): voltado para as misturas comerciais

e industriais e seu impacto no ambiente e na saide humana.

- Occupational Safety and Health Act (OSHA- 1970). protegdo do
trabalhador da exposigio 4s substincias perigosas através do

estabelecimento de padrdes e protocolos para substéncias isoladas.

3 USEPA apud MONOSSON, E. Chemical Mixtures: Considering the Evolution of Toxicology and
Chemical Assessment. Environ Health Perspect, 113: 383-90, 2005.
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Para cumprir as recomendagbes propostas pelas legislagdes anteriormente
citadas, diversos grupos e forgas tarefa foram formados, especificamente voltados a

discussdo das misturas quimicas.

Nos Estados Unidos, diversas Agéncias governamentais e grupos da
comunidade cientifica tém se destacado nesse contexto, principalmente a U S
Environmental Protection Agency (USEPA), Agency for Toxic Substances and Disease
Registry (ATSDR), Centers for Disease Control (CDC), National Institute of
Environmental Health Sciences (NIEHS), The National Institute for Occupational
Safety and Health (NIOSH). Occupational Safety and Health Administration (OSHA),
American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH), National
Academy of Science/ National Research Council (NAS/NRC) e a Society of Toxicology
(SOT).

O primeiro Manual de importancia para o estudo de um método para avaliar
as substancias presentes em mistura, foi publicado em 1986 (THOMAS, 1986). Em
1996, foi publicado o Food Quality Protection Act (FQPA), sendo essa a recomendagido
regulatoria que trata mais especificamente das misturas quimicas (FQPA. 1996).
Diversos programas voltaram-se as misturas quimicas em resposta a0 FQPA, como
ocorreu com 0 EPA Office of Pesticide Program (OPP), que agrupou os praguicidas, de
acordo com o mecanismo comum de agdo, para a avaliagdo do risco cumulativo e
agregado da exposigao residencial e através do consumo de 4gua e de alimentos. Assim,
o grupo dos praguicidas organofosforados foi o primeiro a ser avaliado quanto a
exposi¢do cumulativa, uma vez que a inibigdo da acetilcolinesterase foi identificada
como o mecanismo de agdo téxico comum entre os compostos deste grupo (FOX, 2003;
RICE et al, 2004; TEUSCHLER, 2002; U. S. ENVIRONMENTAL PROTECTION
AGENCY, 1988, 1999, 2002, 2003b). O Quadro 3. ilustra as principais publica¢des e os
grupos ativamente envolvidos na discuss3o e na proposta de um método de avaliagio do
risco para misturas quimicas nos Estados Unidos. Além disso, relaciona a diferenca de

abordagem quanto ao tipo de mistura considerada pelos grupos em suas discussdes.
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Quadro 2- Principais forgas-tarefa nos Estados Unidos e publicagdes de métodos para a

avaliagdo do risco das misturas quimicas

Principal
Instituicao Principais Publicages
Abordagem
1) Guidelines for the health risk assessment of
chemical mixtures (1986)
2) Technical support document on health risk
assessment of chemical mixtures (1988)
3) EPA’s Gudance for Identifying Pesticide
. Chemicals and Other Substances That Have a
Misturas simples e
USEPA Common Mechanism of Toxicity (1999)
complexas
4) Supplementary guidance for conducting
health risk assessment of chemical mixtures
(2000)
5) Guidance on Cumulative Risk Assessment
of Pesticide Chemicals that have a common
mechanism of toxicity (2002)
1) ATSDR Public Health Assessment Guidance
Manual (1992)
ATSDR Misturas complexas - | 2) Guidance for the preparation of an
(Divisdo de Toxicologia) exposi¢io ambiental | Interaction Profile (2000)
3) Guidance Manual for the Assessment of
Joint Toxic Action of Chemical Mixtures (2004)
Misturas complexas - | 1) Threshold Limit Values for Chemical
ACGIH exposi¢do Substances and Physical Agents and Biological
ocupacional Exposure Indices (2000)
Misturas complexas - 1) The Safe Drinking Water Committee of the
NAS/NRC exposigdo ambiental National Research Council (1989)
(agua potavel) 2) Complex mixture (1988)
1) A Framework for Cumulative Risk
ILSI Misturas complexas
Assessment (1999)
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Os métodos propostos para a avaliagdo do risco das misturas quimicas
foram discutidos e normatizados principalmente nos Estados Unidos pela U.S.
Enviromental Protection Agency (USEPA) e pela Agency for Toxic Substances and
Diseases Registry (ATSDR) (FOX, 2003; RICE et al, 2004; TEUSCHLER, 2002; U. S.
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1988, 1999, 2002, 2003b;
HERTZBERG et al, 2000; AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE
REGISTRY, 1992; 2000, 2004; AMERICAN CONFERENCE OF GOVERNMENTAL
INDUSTRIAL HYGIENISTS, 2000; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1989:
MILESON et al, 1999).

4.1.2-Europa

Diversos paises membros da Comunidade Européia tém se destacado nas
discussOes para a elaboragdo de métodos apropriados para a avaliacdo do risco de
misturas quimicas, como o Reino Unido pela Food Standards Agency através do
Committee on Toxicity, a Holanda pelo Health Council of the Netherlands através da
Nutrition and Food Research (TNO), assim como diversas Instituicdes como o
International Life Institute (ILSI Europe) através do programa Food and Safety in
Europe (FOSIE), a Organisation for Economic Co-Operation and Development
(OECD ), entre outros (FOOD STANDARDS AGENCY, 2005; HUGHES;
WOODS, 2002; LOOKE, [2003]; JONKER et al, 2004; NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 1988, 1989; ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2000, 2001).

Um importante projeto desenvolvido na Europa ¢ coordenado pelo Danish
Environmental Research Institute (NERI), denominado de NoMiracle: Novel Methods
Jor Integrated Risk Assessment of Cumulative Stressors in Europe. Esse projeto conta
com a participagdo de 43 institutos de pesquisa de 17 paises: Dinamarca, Reino Unido,
Alemanha, Holanda, Itilia, Republica Checa, Polénia, Portugal, Bélgica, Austria,
Finldndia, Litudnia, Suica, Suécia, Espanha, Bulgaria e Franga O principal objetivo
desse programa é desenvolver uma avaliagio de risco mtegrada, fornecendo subsidios
cientificos para a avaliagdo do risco de praguicidas, biocidas, produtos farmacéuticos e

outras substdncias. As misturas quimicas e as intera¢des com diversos tipos de
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estressores tais como patégenos, alérgenos e condigdes climaticas, integram os objetivos
do programa, assim como o desenvolvimento de novos métodos para avaliar os riscos
cumulativos de exposigdes combinadas; melhor entendimento das misturas complexas e
desenvolvimento de ferramentas adequadas para condugdo da avaliagio da exposigdo
entre outros. O NoMiracle também embasara a elaboragéo da nova legislagdo Européia
voltada para o registro de substéncias denominado REACH (Registration, Evaluation
and Authorisation of Chemicals) (LOOKE, [2003]; LIIKANEN, WALLSTROM,

2003).

Diversos paises da Europa e os Estados Unidos tém trabalhado
conjuntamente no desenvolvimento de um Sistema Harmonizado de Classifica¢do e
Rotulagem das Substéncias, o conhecido GHS (Globally Harmonized System of
Classification and Labelling of Chemicals). Esse sistema foi desenvolvido para
estabelecer critérios harmonizados para a classificagao das substdncias e misturas
quimicas de acordo com 0 Perigos fisicos, para a saide e o0 meio ambiente e para
estabelecer elementos harmonizados na comunicagéo do perigo através dos rotulos e das
fichas de seguranca dos produtos. A OECD, especificamente, exerce um importanie
papel na proposta do GHS, ja que formou uma Forga-Tarefa que desenvolveu os
critérios de classificagdo dos perigos para a saide e para 0 meio ambiente
(UNITED NATIONS, 2005).

Diferenciado dos outros programas ja citados que focam o processo de

avaliago do risco das misturas quimicas, 0 GHS enfoca a classificag@o do perigo.
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Quadro 3- Principais forgas-tarefa na Europa e publicagdes de métodos para a avaliagio

do risco das misturas quimicas

Pais

Instituicio

Principal Abordagem

Principais Publicacbes

Reino Unido

coT

Misturas de residuos em
alimentos (praguicidas,
produtos veterinarios)-

exposi¢do alimentar

1) Risk Assessment of Mixtures
of Pesticides and Similar
Substances (2002)

2) Mixtures of pesticides
research programme T10 (2003)

3) Action Plan on the Risk
Assessment of Mixtures of
Pesticides and Similar
Substances (2003)

Holanda

Misturas simples e complexas

1) Safety Evaluation of Chemical

Mixtures and Combinations of
Chemical and Non- Chemical
Stressors (2004)

Comunidade
Européia

OECD

Misturas simples e complexas

1) Hazard Classification for
Chemical Mixtures in OECD |
Countries (2000)

2) Harmonised Hazard |
Classification  Criteria  for
Mixtures (2001)
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4.2- Método proposto internacionalmente para a conducio da avalia¢io do risco

das misturas quimicas

Métodos para avaliar o risco dos diferentes tipos de misturas quimicas tém
sido discutidos pelos diversos programas e forgas-tarefa instaurados para essa finalidade
(MILESON et al, 1999).

0 método que tem sido proposto internacionalmente considera trés modelos
principais de avaliagio e baseia-se em uma abordagem por etapas, ou seja, o
atendimento de critérios relativos & qualidade e disponibilidade dos dados toxicologicos
de uma mistura definira o modelo mais adequado para a condugdo da avaliacdo do risco
para a saude para cada tipo de mistura.

Este método nio define os estudos toxicologicos que minimamente devem
ser conduzidos para contemplar cada modelo. Ao contrario, a proposta baseia-se na
utilizagdo de dados toxicolégicos ja existentes para a mistura, sendo esse o principal

critério que definira como a avaliagdo de risco sera realizada.

Portanto, a selegdo inicial do modelo para a avaliagdo do risco de misturas
dependera do julgamento cientifico quanto a qualidade e disponibilidade dos dados de
toxicidade e da composigdo quimica da mistura a ser avaliada com o objetivo de eleger
um dos possiveis modelos de avaliagdo (ENVIRONMENTAL..., 2001; BORGET et al,
2001; MILESON et al, 1999).

Diferentemente do método utilizado para a avaliagdo do risco para a saide
humana de substincias isoladas, no qual distintas etapas sdo consideradas (1)
Identificagdo do Perigo, 2) Caracterizagdo do Perigo, 3) Avaliagdo da Exposicdo e 4, )
Caracterizagdo do Risco), o método proposto para avaliar o risco da exposi¢do humana
4s misturas quimicas ndo identifica claramente essas etapas, nem considera

explicitamente os mesmos critérios na evolugdo desse procedimento.

A esquematizagio desse método (Figura 2) foi realizada com base nas
diferentes literaturas, guias e manuais, elaborados com a finalidade de direcionar a
avaliagdo do risco de misturas e de estabelecer critérios para cada um dos modelos, mas,

principalmente, nos documentos publicados pelos Estados Unidos.
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Isso porque os modelos propostos para a avaliagdo do risco das misturas
quimicas foram inicialmente discutidos e regrados por Agéncias governamentais norte-
americanas, como a US. Enviromental Protection Agency (USEPA) e a Agency for
Toxic Substances and Diseases Registry (ATSDR).

Diversos paises membros da Comunidade Européia partiram do método
inicialmente proposto pelos Estados Unidos e tém adequado cada etapa as suas
necessidades e particularidades. Basicamente, os paises europeus tém realizado
discussdes e publicado manuais que exploram cada uma das fases abordadas no modelo
norte-americano.principalmente no que diz respeito aos métodos de determinagio das
interagdes bioldgicas, as particularidades acerca das condi¢Ges de exposigdo para cada
tipo de mistura (por exemplo, a exposi¢do agregada de misturas, através das diferentes
vias). entre outros (FOOD STANDARDS AGENCY, 2005; JONKER et al, 2004).

Segundo o método proposto pela USEPA, os critérios para definir qual
modelo devera melhor predizer os efeitos da exposi¢cdo das misturas para a saude,

devem ser considerados, em uma analise por etapas (Figura 2):

Etapa 1: O primeiro preceito para iniciar a avaliagdo do risco das misturas € analisar a
natureza dos dados disponiveis: se para a mistura ou para os componentes da mistura e
se os dados disponiveis s3o suficientes para fundamentar a avaliagcdo do risco a ser

conduzida:

a) se para a mistura:

1) Necessaria disponibilidade de estudos toxicologicos conduzidos com a
mistura completa. Os resultados devem ser suficientes para predizer a
toxicidade nas condicdes de exposigdo humana de interesse,

considerando mesma via, duragio, freqiiéncia e niveis de exposi¢do.

b) se para os componentes da mistura:

1) Necessario conhecimento da composi¢do quimica da mistura
(composi¢do quali-quantitativa), para que a proporcionalidade das
respostas observadas nos estudos tradicionais de toxicidade para as
substancias isoladas, seja considerada nesse modelo de avaliag@o.
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2) Necessaria disponibilidade de estudos toxicologicos para cada
componente da mistura, que identifique os orgéos alvo de toxicidade, os
efeitos toxicos de relevancia (endpoinis), o comportamento cinético, 0
modo e mecanismo de agio téxico e que permita a construgdo da curva

dose- resposta para cada endpoint determinado.

3) Necessario o conhecimento das possiveis interagdes toxicocinéticas e

toxicodindmicas entre os componentes da mistura.

Etapa 2. Depois de avaliada a disponibilidade dos dados e a qualidade dos
mesmos, é possivel optar por qual modelo seguir: se aquele fundamentado nas

informagSes da mistura ou de seus componentes.

Etapa 2a: A avaliagio do risco com base nos dados da mistura quimica pode
ser conduzida, caso as informagdes tenham sido geradas ou para a propria mistura, ou

para misturas similares, ou para um grupo de misturas similares

Etapa 2b: Para a avaliagfo do risco com base nos dados dos componentes
da mistura, deve-se definir se 0os mesmos apresentam toxicidade semelhante, ou seja, se
apresentam modo ou mecanismo de agio semelhantes ou independentes. Além disso, o
potencial de interagdo entre os componentes também deve ser conhecido
(ENVIRONMENTAL..., 2001; HERTZBERG et al, 2000). Essa determinagio definira

qual modelo para caracterizago do risco devera ser conduzido posteriormente:

1) Se os componentes apresentam mesmo mecanismo de agdo (similaridade
toxicolégica) e respondem ao modelo de néo-interagdo, entdo a avaliagio
por aditividade de doses deve ser aplicada.

2) Se os compontentes apresentam mecanismo de agdo diferenciados
(independéncia toxicologica) e respondem ao modelo de n#o-interagdo,

entdo a avaliagdo por aditividade de resposta deve ser aplicada.

3) Se os componentes da mistura sofrem nteracdo toxicocinética ou
toxicodindmica, independente de seu mecanismo de agéo entdo o Indice

de Interagdo deve ser determinado.
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Apos este julgamento inicial, o avaliador ja tem disponiveis informagdes
suficientes para a tomada de decisfio do melhor modelo a ser utilizado frente a presenga
ou nio de interagfo entre os componentes.

Inadequados
Etapa 1 - T TR
Dados de qualidade | " | NIV ) il kv i

/=

Etapa 2b
Etapa 2a
“;:" Componentes

7 Mistura em Similaridade ndependéncia
g questio ) (“s"""‘""') misures toxicolégica toxicolégica

similares
| 1) Aditividade de dose |[ 2) Aditividade |

r de resposta
DRf/CRfda
iShicR, K Iy : Fator indice
il Ambiental i
i e e indice Poténcia Perigo de
pengo Relativa interacdo
Yo L P

——

Realizar a escolha do método para a avaliagao do risco
Integrar a discuss&o das incertezas

Figura 2- Etapas envolvidas no método proposto de avaliagdo do risco de misturas

baseados na disponibilidade e qualidade dos dados segundo USEPA
(adaptado de HERTZBERG et al, 2000).
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4.3- Modelo de avaliagio do risco para misturas simples

Como visto, o método de avaliagio do risco para as misturas deve-se iniciar
com a analise da natureza e da qualidade de dados ja existentes, para que um dos
modelos propostos seja seguido. Obviamente, dados sem qualidade ou escassos

limitardo a condugo da avaliagdo e, nesse caso, 0s mesmos devem ser adequados.

Dessa forma, trés modelos de avaliagdo puderam ser identificados: 1) para a
mistura em questdo (aquela que se quer avaliar o risco); 2) para misturas ou grupo de

misturas similares, ou 3) para os componentes conhecidos da mistura (Figura 3).

Modelo 1: Se os dados estiverem disponiveis para a mistura propriamente dita, esse
método deve ser preferencialmente utilizado, ja que considera intrinsecamente as
possiveis interagdes entre seus componentes. Esse método geralmente é empregado para

misturas complexas uma vez que sua caracterizagao quali-quantitativa ¢ limitada.

Nesse caso a avaliagdo do risco pode ser conduzida com os dados

disponiveis, se completos.

Modelo 2: Se ndo ha disponibilidade de dados da mistura propriamente dita, deve-se
avaliar a disponibilidade de dados de misturas ou grupos de misturas suficientemente
similares. Estas sdo consideradas misturas que apresentam mesma composi¢ao
qualitativa, entretanto com alguma diferenca quantitativa, ou mesmo aquelas que sdo
compostas de grande parte, mas ndo por todos os componentes da mistura. Além disso,
para serem comparaveis, ambas as misturas devem apresentar concentragdes dos
componentes proporcionalmente semelhantes, assim como serem semelhantes quanto ao

comportamento ambiental e efeitos para a saiide.

Modelo 3: Se ndo ha disponibilidade de nenhum tipo de informagdo da mistura
propriamente dita ou de misturas ou grupo de misturas similares, deve-se utilizar dados
disponiveis para os componentes isolados da mistura de interesse. Esse método aplica-
se, em geral, para misturas simples, uma vez que & indispensavel o conhecimento de
todas as substincias que compdem a mistura. Assim, a cOmposi¢ao qualitativa (quais
substincias quimicas estdo presentes na mistura) e a composi¢do quantitativa (qual a
concentragio de cada substancia na mistura) devem estar disponiveis para a condugdo
da avaliagdo do risco por esse modelo. O objetivo principal da avaliagio quantitativa
com base na avaliagio dos componentes é aproximar-se, 20 Maximo, de um valor que
seria encontrado, caso a mistura fosse testada (HERTZBERG et al, 2000).
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Para a avaliag3o do risco das misturas simples, os trés modelos poderiam ser
aplicados, caso os dados necessérios estiverem disponiveis. Porém, algumas limitagdes
e particularidades de cada método podem impossibilitar sua condugao.

Por exemplo, quando se preconiza o seguimento do Modelo 1 (Figura 3) de
avaliagdo, o qual deve utilizar dados que foram gerados com a propria mistura, as
limitagdes seriam muito menores e poder-se-ia considerar o modelo de maior confianga,
J& que, nesse caso, as extrapolages e estimativas inerentes a0 processo de avaliagdo do
nsco sd muito menos freqiientes. Entretanto, os dados que contemplam os

requerimentos para esse tipo de avaliagdo sio geralmente escassos.

Para a avaliagdo de misturas simples, o Modelo 3, elaborado a partir das
informagdes acerca dos componentes, é considerado o mais apropriado. Primeiro,
porque € impraticivel considerar que todas as misturas devem ser testadas quanto a
toxicidade em ensaios com animais de laboratorio, como prioriza o Modelo 1 de
avaliagdo. Assim, a recondugdo de estudos de toxicidade ¢ desnecessaria se 0s mesmos
ja estiverem disponiveis para cada um de seus constituintes. Além disso, 0 manuseio
dos dados ¢ facilitado, uma vez que nfo esté restrito a apenas uma mistura especifica,
sendo assim possivel conduzr a avaliagdo para diversos tipos de mistura, mesmo que as

mesmas apresentem diferencas em sua composicdo (qualitativas ou quantitativas).

Devido & natureza genérica dos dados, uma avaliagio da possivel interagdo
que pode ocorrer entre os componentes da mistura deve ser conduzida nesse modelo, o
que ndo se aplica aos anteriores. Isso porque, quando se avalia o risco a partir das
informagdes dos componentes separadamente, o potencial de interagdo ndo é
diretamente considerado nos dados de toxicidade disponiveis e deve, portanto, ser
determinado para integrar o processo de avaliagio do risco para misturas simples
(ENVIRONMENTAL..., 2001).
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4.4- Dados iniciais para a condug¢iio da avaliacdio do risco A satide das misturas

simples a partir de seus componentes

Com base no conhecimento do processo de avaliagfio do risco das misturas
simples através de seus componentes, foi possivel identificar quais devem ser as

informages minimas disponiveis para que sua condugdo seja possivel:

1) Conhecimento da composi¢do quimica da mistura: as substéncias

presentes devem ser identificadas quimicamente (composigio
qualitativa) e suas concentragdes (composigio quantitativa) devem ser
especificadas. O veiculo/adjuvantes presentes na mistura devem ser
conhecidos, uma vez que estes podem impactar nas propriedades da

mistura e no seu potencial de toxicidade.

2) Conhecimento da toxicocinética dos componentes: o comportamento

cinético de cada componente no organismo deve ser conhecido, uma vez

que esse pode determinar um dos tipos de interagdo biologica.

3) Conhecimento dos efeitos téxicos dos componentes: a toxicidade de cada

componente deve ser conhecida, a partir da determinagio dos efeitos
adversos ou efeitos toxicos, manifestados em determinado 6rgéo, tecido,

ou sistema celular ou molecular.

4) Conhecimento dos mecanismos de toxicidade dos componentes: os

passos-chave entre a interag@o de cada componente com seu sitio de aggo
(celular/molecular) e a manifestagio de um efeito adverso devem ser

conhecidos da maneira mais detalhada possivel.

5) Conhecimento da curva dose- resposta dos componentes: a relagéio entre

as concentragdes/doses administradas a um sistema teste e a ocorréncia
de um efeito téxico deve ser estabelecida para cada componente, a partir
dos dados disponiveis dos estudos de toxicidade, permitindo sua
demonstragio grafica.

6) Conhecimento do potencial de interacdo entre os componentes: a

possivel ocorréncia de interagéio deve ser conhecida para a mistura em

questdo, considerando as proporg¢des dos componentes presentes. Caso
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esse parimetro ndo esteja disponivel para a mistura, é possivel estimar o
potencial de interagdo através de outros dados disponiveis dos
componentes, tais como mecanismos de toxicidade, curva-dose resposta

e 6rgdos - alvo de toxicidade.

A obtengdo dessas informagdes € extremamente variavel e pode provir de
diversas fontes. Algumas delas serdo aqui elucidadas, com o intuito de demonstrar a

diversidade de dados e algumas das limitagdes encontradas no decorrer do processo.

4.5- Origem dos dados toxicolégicos para a conducio da avaliaciio do risco para

misturas simples a partir de seus componentes

Os pesquisadores da area da toxicologia de misturas tém se deparado com
diferentes desafios na produgdo de dados de toxicidade relevantes e adequados para seu
uso cientifico no processo de avaliagdo da toxicidade das misturas

(JONKER et al, 2004).

Um dos desafios é determinar se os dados sdo suficientes e adequados para a
conducdo da avaliagdo do risco. Diversas sdo as fontes de dados que podem ser
consideradas para essa finalidade.

Atualmente, o estudo das propriedades toxicologicas de uma substéncia tem
sido intensamente discutido. A busca pela pesquisa direcionada e adequada que
contemple todos os efeitos e mecanismos de relevancia, evitando a condugio de estudos

desnecessarios, é o maior desafio.

Por essa raziio, esforgos tém sido despendidos para garantir que os estudos
de toxicidade sejam cientificamente apropriados € necessarios, sem serem redundantes,
e que foquem o estudo dos endpoinis toxicolégicos, considerando as condigdes de
exposi¢do que sejam importantes para 0 processo de avaliagdo do risco. Assim, a
proposta é que o processo de avaliagdo do risco, assim como os estudos que devem ser
gerados, seja elaborado caso-a-caso, 0 que aumentaria sua eficiéncia, reduziria o uso de
animais de experimentag3o, faria melhor uso dos recursos e reduziria os artefatos das

técnicas de experimentacio.
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Essa proposta faz parte de um programa internacional promovido pelo
International Life Science Institute (ILSI), através do Health and Environmental
Sciences Institute, que envolve principalmente membros do governo, da industria e da
comunidade cientifica académica Basicamente essa proposta traz uma nova abordagem
da priorizagdo para a condugfo de ensaios de toxicidade de maior relevancia no
processo de avaliagdo do risco e apoia que o processo deve ser realizado por etapas, a
fim de ser alcangada uma margem de seguranga aceitavel. O intuito é que a toxicidade
seja avaliada a partir de um modelo mais bem delineado, que reduza as incertezas, a
partir do momento em que intensifica o rigor cientifico e o direcionamento de toda a
pesquisa. Essa discussdo esta relacionada principalmente i avaliagio do risco dos
praguicidas, ja que o comité técnico que esta realizando essas avaliagdes é o Technical
Committee on Agricultural Chemical Safety Assessment (ACSA), mas essa tendéncia
pode e deve ser aplicada para a maior parte dos agentes quimicos (ILSI HEALTH AND
ENVIRONMENTAL SCIENCES INSTITUTE, 2005).

4.5.1- A contribui¢do dos estudos de toxicidade

A utilizagdo dos dados de toxicidade dependera do numero de componentes
presentes na mistura e o dmbito no qual a toxicidade da mistura necessita ser
caracterizada, em termos da relagdo dose-resposta e dos efeitos toxicos individuais e
possivel ocorréncia de interagdo (JONKER et al, 2004).

Os estudos de toxicidade podem contribuir para a determinagio dos efeitos
toxicos relacionados com a exposi¢do (em nivel de experimentagio) ao componente da
mistura, indicando, inclusive, os 6rgaos-alvo de toxicidade e fornecendo subsidios para
a construcdo da curva dose-resposta de cada componente. Além disso, estudos
mecanicistas podem estar disponiveis, assim como estudos de cinética, os quais podem
ser utilizados para estimar se os componentes da mistura sofrem ou nio interagdes
biolégicas. Diversas informagdes podem ser obtidas, por exemplo, da condugdo de
estudos de toxicidade com animais de experimentagio ou de outros modelos

experimentais (estudos in vivo, in vitro e outros métodos alternativos).
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A maior dificuldade é a disponibilidade de estudos que fornegam os dados
necessarios para a condugdo da avaliagdo do risco a partir dos componentes, como o
conhecimento da toxicocinética, determinagio dos efeitos toxicos, dos drgdos-alvo de
toxicidade, dos mecanismos de agdo, da presenca de interagdes que modifiquem as
respostas dos componentes, e de dados que possibilitem o estabelecimento da curva

dose-resposta.

Muito poucos estudos consideram a ocorréncia de interacdo entre as
substancias, entretanto focam a exposi¢ao sequencial de duas substancias diferentes ou a
exposigdo as misturas binarias (HERTZBERG, TEUSCHLER, 2002; MONOSSON,
2005; ENVIRONMENTAL..., 2001).

A condugdo de estudos in vivo adicionais aos disponiveis deve ser indicada
apenas ap6s prévia avaliagdo, que inclui diversos outros métodos que priorizem a
condugido de experimentos em outros sistemas teste. Esta recomendagdo direciona para
a utilizacdo de métodos alternativos a experimentagdo in vivo, com 0 objetivo da
utilizagdo racional de animais de experimentaco, do refinamento dos estudos
toxicolégicos, a partir da utiizagdo de ferramentas que avaliem previamente 0 efeito
toxico de relevincia e as possiveis interagdes, objetivando o direcionamento da
condugdo dos estudos de toxicidade e a consequente redugdo de tempo e custo. Para
isso, diversas alternativas podem ser consideradas nessa avaliagdo, tais como a
condugio de estudos in vitro ou ex vivo, partindo de espécies inferiores ou de culturas
de células e tecidos (JONKER et al, 2004; CAZARIN, CORREA, ZAMBRONE, 2004).

A utilizagdo de ensaios in vifro ma pesquisa de misturas permite a
investigagdo mais precisa do modo de agdo em nivel celular (mecanismo de agfo) e
permite avaliar mais detalhadamente o tipo de agdo combinada dos componentes de
uma mistura. Além disso, permite a avaliagdo do potencial toxico relativo de diferentes
misturas, principalmente das misturas complexas, nas quais a composigdo qualitativa e
quantitativa ¢ altamente variavel (ENVIRONMETAL..., 2001).

Muitos estudos in vitro podem ser também utilizados com o objetivo de
comparar os achados em diversos cenarios de exposi¢do as misturas, utilizando cultura
de células e tecidos para o estudo das diferencas entre as espécies
(ENVIRONMENTAL...,2001).
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Os estudos in vitro fornecem informagdes relevantes para a determinagio da
toxicidade das misturas, complementando os dados de estudo in vivo e fomecendo
informac¢des mais detalhadas sobre o mecanismo de agéo e as possiveis interagdes entre

0S componentes.

Assim, os testes in vitro sdo considerados essenciais na estratégia de ensaios
da toxicologia integrada. O progresso cientifico no campo da biologia molecular e
celular permite agora a utilizagdo de sistemas teste in vifro que podem ser utilizados
para o estudo minucioso do mecanismo de agdo de misturas, através da gendmica e da

protedmica.

Os ensaios in vitro apresentam diversas particularidades que implicam o seu
grande auxilio para o estudo de misturas, tais como: 1) possibilidade de direcionamento
da pesquisa e desenvolvimento de sistemas testes especificos as necessidades;
2) redugdo do tempo e do custo da pesquisa, ja que ensaios in vifro, utilizados como
investigagdo preliminar, podem direcionar a pesquisa, evitando a repeticdo de testes
inadequadamente delineados, além de, na maior parte das vezes, serem conduzidos em

um menor periodo de tempo.

A maior limitagdo ou obstaculo nesse tipo de ensaio é a auséncia de
protocolos, uma vez que cada estudo deve ser delineado de acordo com as necessidades

da pesquisa.

4.5.2- Conhecendo o modo de agdo

Ao contrario dos modelos empiricos que descrevem as relagdes matematicas
entre os niveis de exposi¢do e os efeitos, as possiveis interagdes entre os componentes
de uma mistura podem ser dadas em termos de modelos mecanicistas
(JONKER et al, 2004).

O modo de agdo tem demonstrado ser claramente um conceito util, servindo
como o principal direcionador de informagdes relacionadas a uma substéncia especifica
no processo de avaliagdo do risco. Na avaliagdo qualitativa, a natureza da toxicidade
observada, juntamente com informagdes da substincia em questdo, fornece uma clara

compreensdo do modo de agdo, que € a seqiiéncia de eventos pela qual uma forma ativa
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da substéncia ou um produto de metabolismo interage com o0 organismo, levando a
resposta observada As informagdes obtidas de uma avaliagdo mecanicista identificam
os elementos, relacionados & dosimetria tecidual, que influenciar4, por exemplo, na
relagdo dose-resposta (CLEWELL, 2005).

Dois diferentes conceitos tém sido utilizados neste contexto: modo de agdo e
mecanismo de a¢do. A disting@o entre estes termos € extremamente critica na avaliagdo
do risco de mistura, ja que a escolha do modelo para predizer os efeitos das misturas
quimicas (ex: adi¢do de dose ou adi¢do de resposta) dependera dos tipos de informagdes
disponiveis e se os dados mecanicistas dos componentes das misturas sdo descritos em

termos do modo ou do mecanismo de agdo (BORGERT et al, 2004).

O mecanismo de agdo pode ser definido como a seqiiéncia de eventos
moleculares, a partir da absor¢do de determinada quantidade de uma dose efetiva para a
produgdio de uma resposta bioldgica especifica

O modo de acdo é o conjunto de sinais fisiolégicos, bioquimicos e
comportamentais que caracteriza um efeito biolégico especifico (BUTTERWORTH,
CONOLLY, MORGAN, 2004; DELLARCO, WILTSE, 2004; BORGERT et al, 2004,
U. S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1999).

O entendimento da agdo de determinada substdncia depende
necessariamente do conhecimento das etapas que levam a dose efetiva do composto ao
alvo bioldgico de agdo. Ou seja, o mecanismo de acdo depende: 1) do metabolismo e da
distribui¢io da substincia no organismo e subseqiente influéncia na concentragdo
disponibilizada nos alvos moleculares de agdo; 2) dos alvos moleculares de ag3o; 3)da
via bioquimica afetada pela acdo da substincia no alvo molecular, resultando na
interferéncia dessas vias; 4) das conseqiiéncias em nivel celular e tecidual da
interferéncia sobre a via bioquimica; 5) dos 6rgéos ou tecidos nos quais se localizam o0s
alvos moleculares e bioquimicos; 6) da resposta fisiologica aos efeitos bioquimicos e
celulares: 7) da resposta do 6rgdo alvo aos efeitos bioquimicos, celulares e fisiologicos;
8) dos diversos efeitos sobre o organismo; 9) das relagdes causais e temporais entre as
etapas mecanicistas, /0) da relagio dose-resposta associada a cada etapa
(BORGERT et al, 2004).
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A determinagdo da similaridade entre modos ou mecanismos de agdo de
determinada mistura permitira o direcionamento da avaliacdo da toxicidade da mistura
por determinado modelo: ou pela adi¢@o de doses ou pela adi¢do de respostas.

Os manuais publicados pelas Agéncias, relacionados as misturas quimicas e
interagdes, ndo apresentam, em sua maioria, Critérios para definir se duas misturas sio
suficientemente similares, para a utilizagio da adigdo de doses como método
preferencial de avaliagdo. A EPA considera que a presenga de um modo de acdo similar
¢ um forte fator para essa decisdo, preferencialmente a simples identificagio de um
orgéo alvo de toxicidade (BORGERT et al, 2004).

4.5.3- O estudo das interagdes quimicas

O principal motivo pelo qual diferentes métodos sdo propostos para a
avaliagio do risco das misturas quimicas para a satide humana é a possivel interagdo que
pode ocorrer entre seus constituintes. Essa atividade cruzada poderia levar a uma
alteragdo completa da atividade das substancias, tornando-as mais ou menos toxicas.

Deve-se enfatizar que a natureza da interagdo pode ser alterada com as
condi¢des de exposicdo, incluindo a magnitude, a duragfo, a seqiiéncia. a propor¢io dos
componentes e o efeito avaliado. Os possiveis mecanismos de interagdo podem,
portanto, ser divididos em trés categorias (JONKER et al, 2004; KRIGER, 2001;
MUMTAZ HERTZBERG,1993):

1) Mecanismo direto de interacio entre as substéncias: a substancia interage

diretamente com outra, causando uma alteragdo quimica em um ou mais
componentes. Na maioria dos casos, essa agdo resulta na redugio da
toxicidade, assim como da eficicia e é um dos principios comuns dos
tratamentos com antidotos. A ocorréncia de efeitos t6xicos exacerbados é

muito menos frequiente nesse tipo de interago.

2) Mecanismo _ toxicocinético: envolve alteragdes no metabolismo
(biotransformag&o) ou na biodisponibilidade de uma substancia, e sdo,
freqiientemente, divididos em efeitos sobre a absorgdo, distribui¢o,

metabolismo e excre¢do. Essencialmente as interagdes toxicocinéticas
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alteram a quantidade de um agente toxico que atingira o local de agdo
sem afetar a interacdo com o receptor. Quando se trata da interagéo de
substancias em doses muito baixas, espera-se que 0 impacto nas fases

cinéticas seja muito menor.

3) Interagdes toxicodindmicas: envolve alteragdes sobre a resposta nos sitios
de agdo (receptores) ou na susceptibilidade a um efeito toxico. Tais
interagdes incluem, por exemplo, a imunomodulagdo, alteracdo de
fatores fisiologicos protetivos (deplegdo ou indugdo) e alteragdes no
reparo de tecidos e na hemodindmica. Além disso, as interagdes
toxicodinAmicas podem ocorrer no mesmo receptor celular. Se as
substéncias interagem em um mesmo receptor, 0 efeito resultante € o
antagonismo de receptor. Porém, se a interagdo ocorre em diferentes
receptores e causa efeitos opositores, o efeito resultante ¢ denominado de

antagonismo funcional.

Assim, as interagdes podem ocorrer na fase toxicocinética, nas etapas de
absorgio, distribui¢do, metabolismo e excrecdo, ou na fase toxicodindmica (ex: efeitos
sobre os receptores, células ou 6rgéos). Na maior parte dos casos de interagdo cinética, a
indugdo e inibigdo enzimatica, ou ambas, s30 as mais frequentes, uma vez que a etapa
de metabolismo ¢ um dos determinantes mais importantes da toxicidade de uma
substincia, ja que o agente toxico pode ser eliminado (detoxicag@o) ou intermediarios
toxicos podem ser formados (bioativagio) (GROTEN, FERON, SUHNEL, 2001;
ENVIRONMENTAL ..., 2001).

Em geral, as substincias que interferem na atividade das enzimas de
biotransformag#o, assim como nos processos de absor¢do e excre¢do, podem interferir
na toxicidade de outros compostos (GROTEN, FERON, SUHNEL, 2001).

Diversas descri¢des acerca das interagdes tém sido propostas nos ultimos

50 anos.

O estudo da interagdo quimica iniciou em 1939, com C.L Bliss, que definiu
as principais categorias da agdo quimica combinada (joint chemical action)
(MONOSSON, 2005):
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1) Acdo independente: refere-se 4as substincias que agem
independentemente através de diferentes modos ou mecanismos de
acd0, sendo que a presenga de uma substdncia n3o impacta a toxicidade
da outra. Neste caso, a toxicidade poderia ser prenunciada a partir do

conhecimento das substancias isoladas.

2) Acdo similar: refere-se as substincias que causam efeitos similares,
freqientemente através de mecanismos semelhantes, sendo que a
presenca de uma substancia pode impactar a toxicidade da outra (ex: se
duas substincias agem no mesmo receptor no organismo, o efeito
resultante pode ser maior com a presenga de ambas). Neste caso, a
toxicidade também poderia ser prenunciada a partir do conhecimento

das substincias isoladamente.

3) Ac@o sinérgica: refere-se as substincias que interagem e levam a um
efeito maior do que o apresentado isoladamente pelas substincias. Neste
caso, a interagdo ndo poderia ser prenunciada através da avaliagdo das
substancias isoladas. Embora as interagdes sinérgicas possam resultar
em novos efeitos, estes parecem ser mais raros (JONKER et al, 2004,
MONOSSON, 2005).

Dessa forma, a expressdo ag¢do combinada é aplicada como significado de
qualquer exposi¢do a duas ou mais substancias quimicas, seja simultaneamente, seja
sequencialmente (KONEMMAN, PIETERS, 1996).

Com relagdo a magnitude de resposta, as substancias, quando combinadas,
podem modificar seu modo de agdo e isso dependera de as mesmas sofrerem ou no
sofrerem interagdo. A interagdo ¢ identificada quando uma substincia interfere na
magnitude de resposta da outra. Essa interagdo pode ocorrer de duas formas: pelo
aumento ou pela redugdo da magnitude de um efeito esperado das substincias presentes
na mistura. Isso quer dizer que se uma substincia 4 causa um efeito sinérgico, uma
resposta maior do que a esperada pela soma da agéo da substincia 4 e da substincia B é
observada. Caso contrario, se uma substancia 4 causa uma redugdo do efeito esperado

da agdo da substancia B, entdo a mesma age por antagonismo.
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De outra forma, podem estar presentes, na mistura, substincias que nio
interagem entre si. Neste caso a ndo-interagdo resulta na soma dos efeitos das
substéncias, sem que uma interfira na magnitude de efeito da outra (AGENCY FOR
TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2004).

Diz-se, portanto, que uma substéncia interage com ouira, quando seu efeito
resulta em nivel maior ou menor do que a soma dos efeitos das substancias
isoladamente (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY,
2004):

A+B = AB (ndo interacio: aditividade) ‘

A+B = C (interagdo: sendo que C pode ser maior ou menor do que a soma de A e B) ‘

Grande dificuldade é encontrada na padronizagdo dos termos relacionados a
interagdo quimica.

Muitos autores tém diferenciado cada termo de forma a classifica-lo como
relacionado ou ndo a um mecanismo de interagdo. E o caso, por exemplo, de
Hertzberg et al, (1999); Mumtaz e Hetzberg (1993), a Agéncia de Protecéo dos Estados
Unidos (USEPA) e a Agéncia para registro de Doengas e Substincias dos Estados
Unidos (ATSDR) (Quadro 2) (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE
REGISTRY, 2004). Entretanto, outros autores preferiram simplificar e generalizar a
adogdo dos termos relacionados a interagdo quimica. Groten, Feron e Sithnel (2001)
adotam uma terminologia simplista, utilizando apenas os termos sinergismo, quando o
efeito resultante da interago das substincias é mais forte do que os efeitos esperados €
antagonismo, quando o efeito resultante da interagdo é menor do que os efeitos

esperados das substancias isoladas.

Ja, segundo o Health Council da Holanda (2002), os efeitos combinados sdo
classificados em: 1) efeitos semelhantes com interagdo; 2) efeitos semelhantes sem
interagio; 3) efeitos diferentes com interagdo; 4) efeitos diferentes sem interagdo. Esta
classificagdo diz respeito, resumidamente, as substancias que possuem mecanismos de
acdo semelhantes ou nio e em ambos 0s Casos podem ou ndo interagir entre si
(JONKER et al, 2004).
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Neste trabalho, as defini¢des propostas pela Holanda serdo adotadas. O

Quadro 2 traz as definigSes estabelecidas mundialmente, relacionadas as musturas

quimicas e aos tipos de interagdo possiveis entre os componentes.

Quadro 4- Definicdes e terminologia acerca das Interagdes (AGENCY FOR TOXIC
SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2004).

Quando o efeito de uma mistura € diferente da aditividade baseada

Interacao ey

na relagdo dose-resposta dos compostos individualmente.

Quando o efeito da mistura pode ser estimado da soma dos niveis de
Aditividade exposi¢do (pesado pela poténcia) ou dos efeitos dos compostos

individualmente.

Influéncia ndo aparente

Quando um componente, o qual ndo € toxico a um sistema ou orgao
particular, ndo influencia a toxicidade de um segundo composto

naquele sistema ou 01gao.

Sinergismo

Quando o efeito da mistura ¢ maior do que aquele estimado pela
aditividade com base na toxicidade dos compostos individualmente.

Potenciacdo

Quando um composto, que ndo apresenta um efeito toxico sobre um
sistema ou 6rgio, aumenta o efeito de um segundo composto naquele

sistema ou orgdo.

Antagonismo

Quando o efeito da mistura € menor do que aquele estimado pela

aditividade com base na toxicidade dos compostos individualmente.

Inibi¢do

Quando um composto que ndo apresenta um efeito téxico em
determinado sistema ou orgdo reduz o efeito aparente de um segundo

composto naquele sistema ou 0rgéo.

E importante enfatizar que a natureza da interagdo pode ser alterada com as

condi¢des de exposi¢do, incluindo magnitude, duragdo, seqiéncia, propor¢do relativa
dos componentes € o efeito avaliado (JONKER et al, 2004).

Dessa forma, a possivel interagdo entre componentes de uma mistura deve

ser conhecida, e a avaliagdo do risco das misturas para a saide humana deve ser

conduzida baseada nessa premissa.
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A ocorréncia de interagdes quimicas em uma mistura pode ser determinada
de diversas maneiras. Uma delas é através da condugdo de ensaios em que 0s
componentes sio testados em sistemas teste, nas propor¢des presentes na mistura e que

corresponde ao potencial nivel de exposi¢do humana.

Esse é o principal ponto de discussdo para esse modelo, uma vez que a base
para o estudo das interagbes € 0 conhecimento do mecanismo de agdo de todos os
constituintes da mistura. Assim, quanto mais detalhado for esse conhecimento em niveis
celulares e moleculares, menos incertezas deverdo ser aplicadas ao processo. Entretanto,
se esse conhecimento se restringir a0 modo de agdo e 6rgéo-alvo de toxicidade, maior

incerteza deve ser embutida na predigo da ocorréncia de interages.

Diversos métodos podem ser utilizados no estudo das interages. Cassee €
cols. (1983) determinaram um método para esta finalidade (JONKER et al, 2004). Esse
¢ um dos mais comuns para definir se a avaliagdo do risco, com base nos componentes,
deve ser realizada por adigio de dose ou de resposta. O método baseia-se no estudo da
possivel interagdo entre 0s componentes, com base no érgdo-alvo de toxicidade e efeitos
t6xicos observados, caso ndo haja disponibilidade de informagdes a respeito do
mecanismo de agdo. Essa avaliagdo pode ser realizada por um método grafico

denominado isobolograma (isobologram) (Figura 4).

Um isobolograma € um grafico que representa o efeito combinado entre
duas substéncias, sendo que as doses das substancias 4 e B s dispostas nos eixos x € y,

relativas as doses experimentalmente determinadas para um mesmo efeito toxico.

Graficamente, tem-se caracterizada a curva dose-resposta da combinagdo
entre os agentes A e B, sendo também denominada de linha de isoefeito ou isébolo
(isobole). Se essa representacao grafica é caracterizada por uma linha reta, significa que
os compostos ndo sofrem interagdo e respondem ao modelo de aditividade. Caso
contrario, quando a representacao grafica é caracterizada por uma curva, o modelo de

interacio & caracterizado e corresponde a interagdo por sinergismo ou antagonismo

(Figura 4).

Assim, essa analise baseia-se na comparagdo das doses dos componentes da
mistura em que o efeito adverso ocorre. Essa dose é denominada, portanto, de dose

efetiva e deve ser padronizada para um tipo de resposta (efeito adverso). Nesse caso, a
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significAncia estatistica (em porcentagem) de uma resposta é estabelecida para que a

comparagdo entre as doses efetivas (ED) possa ser realizada.

A dose efetiva deve ser fixada de acordo com a incidéncia (porcentagem)
considerada significativa para ocorréncia de determinado efeito. Por exemplo, se uma
resposta toxica € considerada significativa se sua incidéncia for igual ou maior a 10%
(ex: numero de animais com tumores hepaticos), portanto a dose que leva ao

aparecimento do efeito nessa incidéncia (10%) é determinada ser a EDy.

No caso de uma mistura binaria, a ED, deve ser avaliada para ambos os
componentes. A partir dessa avaliagdo ¢ possivel determinar se os componentes podem
sofrer interagdo (antagonismo ou sinergismo) ou se ndo sofrem interagio, podendo
entdo a mistura ser avaliada pelo método de aditividade (HERTZBERG et al, 2000).

oD T B
£ X Antasonismo
E
< Adicdo
Z 4 \ : .
2 *¥ Sinersismo
g 2+
o T —
& 2 £

EDyp substancia B (mg/kg p.c.)

Figura 4- Modelo de isobolograma para avaliagdo de interagdo de substincias quimicas a partir
de dados da mistura (fonte: DRELER, MULLER, SUHNEL, [199-7])

Diversas alteragGes pelo modelo proposto de isobolograma foram sugeridas,
na tentativa de fazer possivel a diferenciagdo da aditividade de dose e de resposta, ou na
tentativa de aplicar o modelo a uma mistura de grande numero de substincias
(JONKER et al, 2004).

Entretanto, essa representagio grafica para analise das interagSes apresenta
algumas desvantagens, como a necessidade de extensa disponibilidade de dados,
incluindo niveis de efeitos toxicos, com detalhes das magnitudes de resposta
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(incidéncias dos efeitos em cada grupo de animais tratados com as diferentes doses).
Além disso, nio h4a um método estatistico simples para analise dos dados obtidos no
isobolograma. O estudo da interagdo entre componentes pode ser realizado, por
exemplo, a partir de programas computadorizados (soffwares) desenvolvidos para essa
finalidade, como é o caso do CombiTool (DREBLER, MULLER, SUHNEL, [199-7],
JONKER et al, 2004).

Além da determinagdo grafica, através do isobolograma, as interagdes
podem ser determinadas a partir da analise da curva dose-resposta. Esse método baseia-
se no estabelecimento da relagdo entre a concentragdo de cada componente na mistura e
os efeitos observados. A grande vantagem desse método € a possibilidade de incluir
todos os efeitos obtidos e nio requer uma equagdo dose-resposta para cada substincia
individualmente (JONKER et al, 2004).

Segundo ampla pesquisa cientifica realizada por Borget e cols (2001), para
que uma avaliagdo satisfatoria das interagdes seja realizada, alguns critérios devem ser
considerados. Segundo Borgert e cols, a aplicagdo desses critérios pode auxiliar o

avaliador de risco a distinguir se um estudo ¢ completo e confidvel:

Critério 1. A curva dose-resposta para os componentes da mistura deve ser
adequadamente determinada (BORGET et al, 2001)

Sem a determina¢io adequada da curva dose-resposta, ndo € possivel
concluir se o efeito biologico de uma mistura foi devido as interagSes entre os
componentes. Essa determinagdo deve ser suficiente para demonstrar a inclinagéio da
reta (slope), o ponto de inflex@o (inflection point), os niveis de resposta mixima e
minima, e deve incluir o intervalo de doses, correspondendo 4s combinagGes de doses

testadas.

Critério 2. Uma hipétese de “nio-interagio” apropriada deve ser determinada e
utilizada como base para a investigacio de sinergismo e antagonismeo

(BORGET et al, 2001)

A ocorréncia de interagdo entre os componentes da mistura deve ser
estudada. Para isso, dois modelos basicos da nio-interagdo podem ser utilizados: a

aditividade de dose e a aditividade de resposta. Essa ndo-interag@o pode ser determinada
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a partir do conhecimento do modo de agio dos componentes, partindo do principio que
sua combina¢do ndo leva & mudanca da resposta toxica esperada, ou seja, um

componente nio interfere na a¢do do outro nem altera sua agdo na presenca do outro.

Critério 3. A combinagio dos componentes de uma mistura deve ser
suficientemente avaliada para apoiar os objetivos do estudo de interagio
(CASSEE et al, 1998; BORGET et al, 2001).

As caracteristicas farmacolégicas e toxicologicas de uma mistura dependem
da identidade quimica de seus componentes, assim como da concentragdo da mistura e

da concentragdo relativa de cada componente na mistura.

Isso quer dizer que o estudo da interagdo deve ser realizado com a mistura,
na concentracio e com as concentragdes de cada componente que correspondera aos
niveis de exposigdo. Isso porque a interagdo entre os componentes da mistura, caso
ocorra, pode variar de acordo com a dose que aquela mistura ¢ testada e com a

concentragio de seus componentes.

Por esta razio é dificil estabelecer uma regra global para ser aplicada para
todas as possiveis combinagdes de dose em um mistura. Essa avaliagdo deve ser
realizada caso-a caso e a interpretagio da interagdo deve ser aplicada a uma mistura

especificamente.

Critério 4. Ensaios estatisticos devem ser utilizados para distinguir se a resposta
produzida por uma combinacio de doses é diferente (maior ou menor) daquela

esperada pela hipétese de “nao-interacio” (BORGET et al, 2001).

Ha uma tendéncia de se avaliar apenas se a resposta difere estatisticamente
do grupo controle e se a resposta da combinagdo de doses difere estatisticamente das

repostas individuais dos componentes.

Entretanto, uma conclusdo de ocorréncia de interagio deve ser suportada por
outras analises estatisticas, lancando m#o de uma anélise paramétrica (teste de
hipotese), partindo de uma premissa de ndo-interagdo (hipotese zero ou nula). Para
determinar a ocorréncia de interagéo, é necessario estabelecer um intervalo de confianga

aceitavel, referente a resposta biologica para a ocorréncia de nio-interagao.
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Uma variedade de métodos estatisticos pode ser utilizada para avaliar se 0s
componentes de uma mistura interagem ou ndo, como teste-t, modelos lineares

incluindo 2 ANOVA, regressdo multipla e regressdo logistica.

Dessa forma, um dos critérios para avaliar a qualidade de um estudo de
interacdo ¢ a possibilidade de uma analise estatistica apropriada a partir dos dados
obtidos.

Critério 5. As interaces devem ser avaliadas em niveis relevantes de organizacio
biolégica (BORGET et al, 2001).

Os resultados obtidos de um estudo in vivo conduzido para a avaliagéo da
interagdo podem ser de dificil interpretagdo se ndo houver informagdes do nivel de
organizacdo biologica.

Isso porque numerosas interagoes que podem ocorrer em nivel molecular,
bioquimico e celular nunca se manifestariam em um organismo ou em uma populagdo
de animais, ja que os efeitos relacionados a interagdo nao podem ser diferenciados nos

organismos de alta organizagdo biologica.

Por exemplo, as interagdes que ocorrem em nivel molecular poder-se-lam
manifestar em um organismo superior (ex: roedores) apenas em doses toxicas (doses
elevadas). Além disso, o comportamento cinético in vivo pode interferir nas interagdes

farmacodinamicas que poderiam ser observadas in vitro.

Assim, o conhecimento em multiplos niveis de organizagdo biologica €
necessario para caracterizar apropriadamente as interagdes que ocorrem em sistemas
biologicos mais complexos. Cada nivel de organizagio biologica apresenta limitagGes
para o estudo das interagdes, as quais podem ser minimizadas pela sele¢do do nivel mais
relevante para a finalidade do estudo. Se ha falha na escolha do sistema teste,
interpretagdes equivocadas podem ser feitas.
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4.5.4- A extrapolagdo das interagdes nas altas doses para as baixas doses

Um fator que deve ser considerado, quando do estudo das interagfes entre
os componentes, ¢ a extrapolagdo das doses. Isso porque é necessario predizer a
ocorréncia de interagdes com base nos efeitos € mecanismos determinados nos estudos
de experimentacdo, os quais utilizam doses muito maiores daquelas a que o homem
estara exposto. A maior dificuldade é estabelecer se as interagdes que ocorrem nas
maiores doses sao representativas daquelas que ocorreriam nas menores doses, as quais

estdo relacionadas a exposicdo humana

Segundo Cassee, Feron (1994), Groten et al (1997), Jonker, et al, (1993 e
1996) diversos achados confirmam a influéncia do nivel de exposi¢do na intensidade
dos efeitos combinados, ou seja, o efeito combinado serd menor quanto menor for a
dose. Por esta razao, assume-se que os efeitos combinados ndo s3o equivalentes nas
matores € nas menores doses. Isso implica que os resultados obtidos em determinadas
condig¢des de estudo ndo podem ser aplicados em outras (HEALTH COUNCIL OF THE
NETHERLANDS, 2002).

Esse ¢ um grande entrave quando se considera os protocolos tradicionais
para o estudo de efeitos em substéncias isoladas. Isso porque as doses utilizadas nos
modelos experimentais s30 muito superiores aquelas em que ocorre a exposi¢do humana
(os limites de exposi¢do recomendados). O Health Council da Holanda cita que, em
1985, nao havia pesquisa sobre as combinagdes de substancias nesse nivel de dose ou de
concentragdo. Em 2002, poucos dados a respeito estavam disponiveis
(HEALTH COUNCIL OF THE NETHERLANDS. 2002).

Como utilizar dados obtidos de modelos experimentais, ja que € conhecida a
diferenca de resposta e de comportamento toxico, devido aos diferentes niveis de doses?
Além da dose, o Comité acredita que as vias de exposigdo devam também ser avaliadas

nesse contexto.

Os dados obtidos a partir de desenhos experimentais tradicionais podem ser

utilizados ou extrapolados para a avaliagdo de combinagdo de substancias?
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A maior limitagdo, nesse caso, esta relacionada 2 suspeita de que interagdes
podem ocorrer em um cenario e ndo em outro. Por essa razdo, diversas pesquisas foram

e tém sido conduzidas na tentativa de responder essa questao.

Estudos delineados para avaliar misturas compostas de diferentes
substincias em concentra¢des relevantes no ambiente (ex: concentragoes proximas ao
LOAEL ou NOAEL) tém levado a conclusdes divergentes. Enquanto um estudo
sugeriu, COmMO regra, que misturas presentes no ambiente, em concentragdes abaixo do
NOAEL, nio representariam preocupagdo para a saude (ja que efeitos interativos foram
relatados apenas em niveis de LOAEL, ou seja, em niveis nos quais efeitos toxicos
foram observados) (CASSEE et al, 1998; MONOSSON, 2005; JONKER et al, 2004),
outro estudo demonstrou que mesmo baixos niveis de exposi¢do as misturas podem
levar a alguns efeitos biolégicos nao detectados pelos métodos comuns de avaliagdo
(MONOSSON, 2005).

Um novo conceito, denominado hormesis, traz novas perspectivas acerca do
comportamento dose-resposta de um composto em baixos niveis de exposi¢do. Esse
modelo se diferencia dos outros denominados threshold (0 qual é representado por uma
curva dose-resposta ndo linear e apresenta um nivel de exposigdo seguro) ¢
ndo-threshold (o qual é representado por uma curva dose-resposta linear, sem apresentar
um nivel de dose seguro). Ao contrario, o modelo da hormesis se baseia em uma curva
dose-resposta em formato de U, representando um efeito contrario/inibitorio nas baixas
doses se comparado com  aqueles detectados nas maiores  doses

(CALABRESE, BALDWIN, 20012, 2002a, 2003b).

Nesse caso, a existéncia de um efeito benéfico nos menores niveis de
exposi¢do a um determinado agente, poderia ser considerada na determinacdo dos

fatores de incerteza do processo de avaliagdo do risco.

Entretanto, a determinagdo da resposta hormética n3o é abordada nos
modelos tradicionais de experimentagdo. A identificagdo do perigo € baseada nos
estudos de toxicidade, incluindo os ensaios de toxicidade cronica, os quais ndo sdo
desenhados para avaliar explicitamente 0s conceitos da hormesis. As limitagSes dos
desenhos de estudo incluem o numero limitado de doses, o espagamento entre as doses

testadas, os requerimentos de certos niveis de doses abaixo do NOAEL, o uso de
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animais e endpoints com apropriado conhecimento da incidéncia de doengas, entre
outros. Por esssa razao para uma avaliagd@o apropriada da dose resposta hormeética, ainda
€ necessario tempo e outras pesquisas, além de novas analises da validade de se utilizar
esse conceito como padrdo no processo de avaliagdo do risco (DESESSO, WATSON,
2005; CALABRESE, BALDWIN, 2003b; CALABRESE, 2005b, 2005¢; CHRISTIANI,
ZHOU, 2002).

De qualquer maneira, o impacto da diferenca entre as doses testadas nos
experimentos € os niveis de exposi¢do humana aos componentes da mistura, sobre o

potencial de interagdo, € discutivel.

Estudos tém demonstrado que as interagdes estudadas em niveis nos quais
sdo observados efeitos nos estudos de experimentacio (LOAEL), nio devem ser
extrapoladas para as condigdes reais de exposi¢do, j4 que essa corresponde a niveis
muito inferiores (abaixo do NOAEL obtido nos estudos) daqueles considerados para o
estudo do potencial de interagdo. Assim, considera-se que baixos niveis de exposi¢do
nao provocam efeitos relevantes (quanto as possiveis interagdes) para a saide humana;

entretanto, seria prudente considerar exce¢des a regra (MONOSSON, 2005).

Um programa de pesquisa foi iniciado pela TNO Nutrition and Food
Research, para alimentar os dados faltantes, relacionado & relevincia de efeitos em
baixos niveis de dose (proximos ao NOAEL) em exposi¢do prolongada. Para isso,
diversos estudos foram conduzidos, em ratos., com misturas de componentes

conhecidos, com modos de agdo similares ou independentes (JONKER et al, 2004).

Misturas compostas de substancias que agem em diferentes orgdos alvo
foram testadas em diferentes doses, de acordo com efeitos toxicos das substincias
isoladas: 1) dose sem efeito toxico (NOAEL); 2) dose menor do que o NOAEL
(1/3 e 1/10 do NOAEL), representando a exposi¢do humana e 3) dose que causou
minimo efeito téxico (MOAEL). Os estudos demonstraram que a exposi¢do simultanea
a esses compostos ndo constituiu um perigo aumentado quando comparado com a
exposi¢do as substancias separadamente, desde que os niveis de exposi¢io humana nio
ultrapassem os valores de NOAEL determinados em estudos experimentais para os
componentes da mistura (JONKER et al, 2004).

Resultados e Discussdo
20



Misturas de componentes que atuam sobre o mesmo orgdo alvo, entretanto
por diferentes modos de agao, também foram avaliadas. Da mesma forma, em nivel no
qual o efeito toxico em questdo ndo € observado quando da avaliagdo dos componentes
em separado, a mistura ndo apresentou potencial téxico (em nivel de NOAEL e % de
NOAEL). Jonker (2003) concluiu, portanto, que é improvavel a ocorréncia de efeitos
adversos quando os componentes presentes na mistura estio em niveis inferiores aos
seus limiares de doses (threshold) individuais determinados nos estudos de
experimentagdo (JONKER et al, 2004).

Entretanto, em ambas as situagdes, quando 0s niveis de dose referentes ou
proximos ao LOAEL foram testados, reposta toxica foi observada, variando sua
severidade para maior ou menor daquela observada com os componentes em separado

(JONKER et al, 2004).

No caso de misturas compostas de substéncias que apresentam modos de
acdo similares, assim cOmMO MeESMO orgio-alvo de toxicidade, a ocorréncia de
nio-interagdo, através do modelo de aditividade, foi testada em estudos conduzidos com
doses proximas ao NOAEL (1/2, 1/3 ou 1/4 do LOAEL) e ao LOAEL dos componentes.
P6de-se observar que substancias as quais apresentam mesmo orgdo alvo de toxicidade
e mesmo modo de a¢o respondem ao modelo de aditividade de dose, ja que resposta
toxica foi observada quando da exposigdo simultanea e repetida dessas substéncias, em
niveis abaixo do limiar de dose (threshold) individual (JONKER et al, 2004).

Para as misturas simples ¢ possivel a condugdo de estudos adicionais, se
forem julgados necessarios, para avaliar a ocorréncia das interagdes nos niveis reais de
exposi¢do, uma vez que sua composigio é conhecida. Preferivelmente, 2 mistura deve
ser testada, tanto nas altas concentragoes, quanto nas baixas concentragdes
(ENVIRONMENTAL...,, 2001).

Uma vez que as interagdes biologicas podem afetar o comportamento
cinético das substincias no organismo ou interferir na toxicodindmica, a conducdo de
estudos adicionais deve contemplar esses dois pardmetros, sendo priorizados os estudos
in vitro , de acordo com os resultados obtidos dos estudos conduzidos com as maiores

doses.
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Isso quer dizer que, se ha uma suspeita de que as substincias interagem,
alterando, por exemplo, seu metabolismo hepatico, entdo convém o delineamento, por
exemplo, de ensaios in viro com enzimas metabolizadoras hepaticas, para que as doses

reais sejam testadas e o impacto sobre o metabolismo seja comprovado.

Ao contrario, se a suspeita da interagdo recair sobre a interferéncia nos sitios
de agdo, estudos mecanicistas podem ser propostos com essa finalidade, baseados nos
tecidos e 6rgdo-alvo de toxicidade dos constituintes. Esse tipo de estudo é recomendado
quando, em uma mistura, diversos dos constituintes atuam sobre um mesmo 6rgio,

tecido ou sistema celular ou molecular.

A palavra predizer é de importancia critica dentre todas as defini¢des
envolvidas na avaliagdo do risco. Isso quer dizer que o efeito da mistura nem sempre €
medido experimentalmente. O mesmo pode ser estimado a partir da relagdo
dose-resposta das substancias isoladas. O efeito estimado pode ser derivado da
aplicagdo da aditividade de resposta ou aditividade de dose, ambos sdo globalmente
aceitos como modelos validos da ndo-interagdo. Esses conceitos tém sido
extensivamente revisados. Para a avaliagdo do risco, o ponto critico ¢ que as interagdes
(sinergismo e antagonismo) ndo podem ser diretamente testadas. Até certo ponto, essas
interagdes sdo deduzidas de resultados experimentais que desviaram de um modelo de
ndo-interagdo baseado nas caracteristicas dose-resposta dos compostos isolados da

mistura.

Nao ha testes ou modelos que possam ser universalmente utilizados para as
combinagdes quimicas. A escolha dos experimentos e modelos, bem como a forma
como devem ser delineados, serdo sempre estabelecidos caso-a-caso. O mesmo se aplica
para a interpretagdo dos resultados (HEALTH COUNCIL NETHERLAND, 2002).

Com o avango da biologia celular e molecular, nas ultimas décadas,
particularmente com relag@o a evolugdo da gendmica, protedmica e bioinformatica, a
area da toxicologia de misturas quimicas podera sofrer avangos revolucionarios. Os
ensaios conduzidos em animais de laboratério nfo parecem ser totalmente adequados
para fomecer dados suficientes nesse processo de avaliagdo do risco. Isso porque, em
geral, esses métodos ndo sdo desenvolvidos para fornecer informagdes quantitativas do

trajeto da substéncia no organismo (toxicocinética) ou da interagdo com os receptores,
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considerando o tempo e a intensidade de agdo, na manifestagio da resposta toxica
(toxicodindmica). Assim, mesmo Se essas interagdes toxicologicas forem detectadas, as

bases mecanicistas desse processo permanecem desconhecidas na maioria das vezes.

As analises computadorizadas (bioinformatica) ~terdo seu  uso
progressivamente aumentado na solugdo de problemas complexos. Um exemplo disso
sio0 os modelos que predizem 0 comportamento cinético ou sugerem os possiveis efeitos
toxicos a partir da avaliagdo da relagao estrutura-atividade. Esta ferramenta ¢ nova na
toxicologia e pode ser utilizada para obtengdo de dados faltantes da toxicidade das
substincias em separado ou em combinagao. A idéia é de que cada substancia pode ser
descrita e representada por um limitado nimero de caracteristicas estruturais, as quais
determinam as propriedades biologicas e toxicas da substdncia. A consideragdo
essencial ¢ a de que dados faltantes no "processo de avaliagio do risco de musturas
podem ser preenchidos por dados obtidos por extrapolagdes, utilizando modelos
desenvolvidos para essa proposta (HEALTH COUNCIL OF THE NETHERLANDS,
2002).

4.5.5- Outros dados utilizados para predizer a toxicidade
Relacdio estrutura-atividade (REA

Intuitivamente, os toxicologistas iniciaram a consideragio de que
substancias com grupos funcionais reativos e de maior nivel de exposi¢do humana
apresentavam  maior relevancia no processo de avaliagdo do risco

(MUNRO, et al, 1996).

Depois de limitadas tentativas de integrar os dados da relagdo estrutura-
atividade no processo de avaliagdo do risco, esse paradigma tem sido fortemente
defendido, discutido e ja tem sido incorporado ao processo. Um exemplo € sua inclusao
nos protocolos internacionais (OECD, FDA,WHO) que estabelecem procedimentos
para a condugdo de estudos de toxicidade, sendo citado como dado preliminar para a
identificacdo do perigo e anterior a decisdo da condugio de um estudo in vivo
(MUNRO, et al, 1996).
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E um preceito basico e bem conhecido da quimica que as propriedades de
uma substéancia, incluindo sua toxicidade inerente, sdo determinadas por sua estrutura

quimica (MUNRO, et al, 1996).

O principal objetivo da pesquisa da relagdo estrutura atividade quantitativa
(QSAR) é desenvolver modelos racionais para estimar a toxicidade de substincias que
apresentem dados limitados e para avaliar o potencial das substancias em causar efeitos
adversos. Tais modelos facilitam a estimativa dos efeitos toxicos potenciais de um
grande numero de compostos e sua relagdo com outras substincias da mesma classe.
Estes modelos n3o substituem os ensaios tradicionais de toxicidade, porém auxiliam a
avaliacdo, até que dados adequados tormem-se disponiveis. Além disso, seu uso pode
ajudar na prioriza¢do dos testes de toxicidade e em outros usos potenciais Como em uma
situacdo de emergéncia (MUMTAZ et al, 1995).
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5- CONCLUSAO
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A realizagio de uma avaliagio de risco estruturada que atenda aos
requerimentos cientificos deve ser priorizada, quando se trata da exposi¢do humana as

misturas simples ou a qualquer tipo de agente quimico.

Entretanto, para as misturas quimicas, essa avaliagdo ndo segue Os mesmos
critérios e mesmos moldes do método aplicado & avaliagao de substancias isoladas. Isso
devido as diferentes abordagens de um processo e de outro. Dessa forma, nao ¢ possivel
estabelecer etapas distintas, quando se trata da avaliagéo do risco das misturas, como o € no

modelo tradicional para substancias isoladas.

A forma de abordagem como a proposta, para a condugdo da avaliagdo do risco
das misturas, traz grandes avangos para a discussao cientifica individualizada e direcionada
para cada situagdo. Essa proposta rompe com 0s requisitos inflexiveis de requerimentos de
dados toxicolégicos, por exemplo, sem que haja um raciocinio e uma discussdo logica a

respeito do processo de avaliagdo de risco como um todo.

As misturas comerciais, ou seja, aquelas que correspondem aos produtos
quimicos que apresentam, em sua composigdo, diversos ingredientes ativos sao 0 principal
exemplo das misturas simples. Para esse tipo de mistura, na qual a composi¢do €
completamente conhecida, o melhor modelo para avaliar o risco do seu uso € aquele que

considera os dados de seus componentes.

Algumas limitagdes puderam ser identificadas nesse modelo de avaliagdo e

devem ser consideradas, inclusive quando da atribuigdo das incertezas do processo.

Devido as diversas limitagdes, novas abordagens tém sido investigadas e
tecnologias aplicadas, a fim de contemplar novos dados para as avaliagdes toxicologicas.
Exemplos disso s3o: a tecnologia computadorizada, modelos matematicos e estatisticos,
estudos de toxicidade a curto-prazo com bases mecanicistas, metodologias da biologia
celular e molecular, novos estudos in vitro como dados preliminares da toxicidade das
misturas, métodos desenvolvidos para o entendimento dos dados obtidos da gendmica e da

protedmica (através da bioinformatica).
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O conhecimento dos requerimentos para a condug@o adequada da avaliagio do
risco para misturas, assim como de suas limitagGes, garante que as decisdes, durante o
processo, sejam cientificamente embasadas e suas incertezas sejam estabelecidas e

incorporadas.

Ha necessidade do desenvolvimento de novas ferramentas para que o0s
requisitos do processo sejam mais bem atendidos. Porém, mesmo frente a algumas
limitagdes, € possivel utilizar as informagSes disponiveis, se as mesmas forem bem

avaliadas e adequadamente empregadas.

Para isso, a condug¢do da avaliagio deve ser realizada por especialistas
familiarizados com o processo € suas limitagdes, para que o julgamento aplicado em cada
etapa contemple as questdes cientificas, enquanto novas recomendagdes ainda estio sendo

elaboradas.
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APENDICE 1

TERMOS E CONCEITOS BASICOS

Acdo quimica combinada: Agio exercida sobre um organismo biologico, a partir da

exposigdo a dois ou mais agentes tOXicos.
Composigio qualitativa: diz respeito 2o tipo de composto presente na mistura

Composi¢iio quantitativa: diz respeito a concentragao e/ou quantidade de cada composto

presente na mistura

Curva dose-resposta: representagdo grafica da relagao entre a magnitude da exposi¢do

(ou dose) e a incidéncia e ou severidade de um efeito toxico.
Dose efetiva: dose que resultou no efeito através de sua interagdo com o sitio de agao.

Efeito téxico: efeito conhecido ou esperado ocorrer como resultado da exposigdo a uma
substancia quimica ou a uma mistura de substancias e que afeta adversamente a qualidade

de vida (exemplos: mortalidade, necrose renal, cardiomiopatia, entre outros).

Endpoint: efeito toxico de relevancia consequente da exposigdo ao agente quimico, € que

resulta do seu modo e mecanismo de agdo.

Exposi¢io combinada: exposicdo a mais de uma substincia, através de uma ou mais vias
de exposi¢do: via alimentar, via inalatéria e via dérmica. As exposigdes podem ocorrer

simultaneamente ou sequencialmente em um curto periodo de tempo uma apds a outra.

Hormesis: modelo dose-resposta que considera efeitos inibit6rios de toxicidade

decorrentes da exposigao a baixas doses.

LOAEL: menor nivel de efeito adverso observavel. Menor nivel de exposi¢ao detectado na

qual o efeito toxico se manifesta. E obtido em condigbes de experimentagao.

Mecanismo de agio toxica: seqiéncia de eventos moleculares, da absor¢do de uma dose a

produgio de uma resposta biologica especifica.
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Mistura: qualquer combinagdo de duas ou mais substéncias, independente da origem ou
proximidade espacial ou temporal que pode contribuir para um efeito potencial em uma

populagdo receptora .

Misturas complexas: combinagdo de grande quantidade de substincias (centenas de
milhares), nio sendo todas conhecidas ¢ nem sempre podendo ser quimicamente

identificadas.

Misturas simples: combinagio de duas ou mais substancias conhecidas e quimicamente
identificaveis.

Modo de a¢dio téxica: conjunto de sinais fisiologicos, bioquimicos e comportamentais
caracterizando um efeito biologico especifico.

Mistura bindria: mistura composta de apenas dois constituintes conhecidos.

NOAEL: nivel de nio-efeito adverso observavel. Maior nivel de dose onde nenhum efeito

adverso (efeito toxico) é observado. E obtido em condigdes de experimentagao.
Perigo: capacidade nociva inerente de uma substancia

Praguicida: Qualquer substincia ou mistura de substdncias com a finalidade de prevenir,

destruir, repelir ou mitigar qualquer praga.
Risco: Probabilidade de ocorréncia de um efeito sob determinadas condigdes de exposigdo

Risco cumulativo: riscos combinados de exposigdes a diversas substincias, que em geral

apresentam mesmo modo de agao.

Risco agregado: riscos combinados de exposi¢des por diferentes vias a uma substancia

especifica.

Threshold: limiar de dose em uma curva dose —resposta que representa o inicio de um
efeito toxico devido ao aumento do nivel de exposi¢do a um determinado composto.
Substincias que apresentam um modelo fhreshold, sio aquelas que aumentam sua
toxicidade de acordo com o aumento da magnitude de exposigdo. Em geral esse limiar de
dose representa uma concentragdo entre os niveis de NOAEL e LOAEL determinados em

um estudo de experimentagao.
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