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Valutazione della tossicita per la
valutazione del rischio per la salute umana (RAoC cap.6)
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Figure 6.1. Processes leading to the generation of a toxic response [2].
Note:"Concentrations” refers to the relevant active form delivered by the general circulation and may be the parent compound 2

or an active metabolite produced in another tissue and delivered to the target tissue or organ




S. Manahan“Toxicological Chemistry and Biochemistry”
CRC press (2003)

Capitoli 6-7 per generalita

+ ¢. 10-19 per chimica tossicologica di specifiche sostanze
chimiche
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Tossicita e la capacita di una specie chimica di provocare danno ad un
organismo

In teoria, piccole dosi possono esser tollerate in considerazione della
presenza di sistemi fisiologici di omeostasi (la capacita di mantenere stabilita
fisiologica e psicologica) e compensazione (I'adattamento fisiologico e
psicologico): detossificazione metabolica, adattamento e riparazione
cellulare.

Al di sopra di soglie di concentrazione/dose per ciascuna specie chimica la
capacita dell'organismo di compensare a stress tossici viene saturata,
deviando dallomeostasi e portando ad effetti avversi, reversibili o
Irreversibili, fino ad esiti letali.

La via (route), la durata e la frequenza dell’esposizione umana ad una
sostanza dovrebbero esser un fattore principale nella valutazione dei pericoli;
pericoli che non si manifestano per un modo d’esposizione possono diventare
evidenti per un altro.

Nella valutazione degli effetti, € necessario distinguere tra effetti avversi e
non ed associare I'entita dei danni all'esposizione; es dosi ripetute, studi
caso-controllo ; cambiamenti statisticamente significativi o “serio danno
alla salute™?
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https://www.uniba.it/docenti/maiorano-eugenio/attivita-didattica/anatomia-

pato

logica-parte-1a/1f.-patologia-cellulare/at_download/file
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DANNO CELLULARE { 3° Ultrastrutturale

4° Microscopico
5° Macroscopico
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the question which should be asked
is: at what dose or concentration does the substance
cause “serious damage to health”? According to the
guidance provided by the EC serious damage to health is
considered to include death, clear functional disturbance
or morphological changes which are toxicologically
significant. Irreversibility of lesions is a key factor in this
assessment. The response of cells and tissues to chemical
injury at the intracellular level, i.e., biochemical,
functional, and structural changes, or extracellular level,
i.e., metabolic and regulatory changes, can be categorized
as either degeneration, inflammation or proliferation.
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Table 6.1 Ranking of physiological and pathological effects in order of severity

Effect

Biochemical/haematological change with no pathological change and no change in organ weight; or
a change in organ weight with no pathological and biochemical/haematological change

Biochemical/haematological change with no pathological change and with a change in organ weight

Enzyme induction and subcellular proliferation or other changes in organelles but no other apparent
effects

Biochemical/haematological change with slight pathological changes

Hyperplasia, hypertrophy or atrophy with change in organ weight

Reversible cellular changes: cloudy swelling, hydropic change or fatty changes

Necrosis, or metaplasia with no apparent reduction in organ functions; any neuropathy without
apparent behavioral, sensory, or physiological changes

Necrosis, atrophy, hypertrophy, or metaplasia with a detectable reduction in organ functions; any
neuropathy with a measurable change in behavioral, sensory, or physiological activity; reduced body
weight gain; clinical symptoms

Necrosis, atrophy, hypertrophy, or metaplasia with definitive organ dysfunction; any neuropathy with
gross changes in behavioral, sensory, or motor performance

Pronounced pathological changes with severe organ dysfunction; any neuropathy with loss of
behavioral or motor control or loss of sensory ability

Death or pronounced life-shortening

Severity

least severe
!
Serve valutazione di
fisiologo o
tossicologo esperto
per stabilire se c'e
“serio danno alla
salute”?
.

most severe
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Table 6.1 Ranking of physiological and pathological effects in order of severity

Effect

Severity

Biochemical/haematological change with no pathological change and no change in organ weight; or
a change in organ weight with no pathological and biochemical/haematological change

Biochemical/haematological change with no pathological change and with a change in organ weight

Enzyme induction and subcellular proliferation or other changes in organelles but no other apparent
effects

Biochemical/haematological change with slight pathological changes

Hyperplasia, hypertrophy or atrophy with change in organ weight

Reversible cellular changes: cloudy swelling, hydropic change or fatty changes

Necrosis, or metaplasia with no apparent reduction in organ functions; any neuropathy without
apparent behavioral, sensory, or physiological changes

Necrosis, atrophy, hypertrophy, or metaplasia with a detectable reduction in organ functions; any
neuropathy with a measurable change in behavioral, sensory, or physiological activity; reduced body
weight gain; clinical symptoms

Necrosis, atrophy, hypertrophy, or metaplasia with definitive organ dysfunction; any neuropathy with
gross changes in behavioral, sensory, or motor performance

Pronounced pathological changes with severe organ dysfunction; any neuropathy with loss of
behavioral or motor control or loss of sensory ability

Death or pronounced life-shortening

least severe

S S P —

most severe

valutazione di
fisiologo o
tossicologo esperto
per stabilire se c'é
“serio danno alla
salute”

(Ana)plasia - indifferenziazione
(Iper)plasia - proliferazione con
corredo genetico fisiologico
(Neo)plasia - proliferazione con
corredo genetico patologico
(Dis)plasia - anormale
maturazione

(Meta)plasia - conversione di
tipo cellulare

ipertrofia - aumento del volume
delle cellule che compongono
un tessuto o un organo.

atrofia - riduzione della massa
dei tessuti ed organi causata
dalla diminuzione del numero di
cellule o delle loro dimensioni
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TOSSICOLOGIA = INTRODUZIONE

Veleno o tossico: sostanza che e dannosa a organismi viventi a
causa di effetti su tessuti, organi o processi biologici.

La Tossicologia e la scienza di agenti tossici/veleni.

Tipo di organismo/quantita di sostanza/ via di esposizione
Tossicologia Moderna M.J.B. Orfila (Minorca 1787-1853)
T. Umana

LD, Mortalita / Morbilita / dose minima / latenza /

t. acuta / t. cronica

t. genetica (es. nitriti e NADH-metemoglobin-riduttasi)

T. Clinica/ T. forense / T. ambientale

(ecotossicologia se studio sorgenti-trasporto-dinamiche di ;,
popolazioni)



->Ecosystems

>Changes in community

» Population changes

Changes in organisms

» Physiological alterations (tissues and organs)

Toxicant » Biochemical changes (molecular level)

Time Importance

Difficulty linking to specific toxicants

Figure 5.1 Responses to toxicants at different organizational levels in life systems.
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Chimica Tossicologica

Connette la Chimica alla Tossicologia: tratta
la natura chimica delle sostanze tossiche
*le loro trasformazioni biochimiche
come le sostanze xenobiotiche e i loro metaboliti reagiscono
biochimicamente in un’organismo per esercitare I'effetto

tossico
UNIVERSITA DEGLI STUDI DI MILANO

FARMACOLOGIA E TOSSICOLOGIA CLINICA
anni di corso: 4 posti disponibili: 12

] Sono ammessi al concorso 1 laureati magistrali in: Biologia (Classe LM6) in possesso dell’esame di
DEGLI STUDI stato di Biologo, Biotecnologie mediche, veterinarie e farmaceutiche (Classe LM9), Biotecnologie
FIRENZE industriali (LMS8), Biotecnologie agrarie e per alimenti (Classe LM7), Medicina veterinaria (Classe

LM42) in possesso dell’esame di stato di Veterinario, Farmacia e Farmacia Industriale (Classe
LM13) in possesso dell’esame di stato di Farmacista, Chimica (Classe LM54) in possesso
dell’esame di stato di Chimico, nonché i corrispondenti laureati quadriennali del vecchio
ordinamento nelle lauree di Medicina veterinaria, Scienze biologiche, Farmacia, Chimica, Chimica
e tecnologia farmaceutica con il corrispondente esame di stato.

DIPARTIMENT!

ATENEO DIDATTICA RICERCA TERZA MISSIONE

ORIENTAMENTO ISCRIZIONI SERVIZI AGLI STUDENTI VIVERE LUNIVERSITA

Scuola di specializzazione (DM 68/2015) 4 anni
in FARMACOLOGIA E TOSSICOLOGIA CLINICA 14
(non medici)



Tossicologia — tipi di SOSTANZE TOSSICHE
s.t. In molte forme e da molte fonti

Fonti naturali -> tossine (toxins)
Fonti antropiche -> tossici (toxicants)

CRITERI DI CLASSIFICAZIONE:
*Chimici (es. metalli pesanti, IPA, alcuni di essi cancerogeni)
*Forma fisica (es. polveri, vapori, liquidi idrofobi)

eSorgenti (es. tossine vegetali, sottoprodotti da combustione,
rifiuti petrolchimici pericolosi)

*Uso (es. pesticidi, prodotti farmaceutici, solventi)

Organo o tessuto bersaglio (es. neurotossine o endocrine
disruptors)

Effetti biochimici (es. legame ed inibizione a enzimi,
conversione di emoglobina in metemoglobina)

Effetti sugli organismi (es. cancerogenesi o inibizione d_eA _
sis.immunitario)



Es. di criteri multipli di classificazione

Parathion (bandito negli USA nel 1991, EU 2002, per la
tossicita acuta per gli esseri umani).

* 0O,0-dietil-O-p-nitrofenil tiofosfato

H H S

| | I
H—CIT—(IZ—O—PI’—04©~N03

HH O
H—C—H Parathion
|
& un insetticida H-C—-H

prodotto industrialmente, 5

I'esposizione puo manifestarsi come una nebbia da spray
lega all'enzima acetilcolinesterasi,

ha effetto sulla funzione del sistema nervoso
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https://monographs.iarc.fr/wp-content/uploads/2018/06/mono112-08.pdf
https://monographs.iarc.fr/wp-content/uploads/2018/06/mono112-08.pdf
https://monographs.iarc.fr/wp-content/uploads/2018/06/mono112-08.pdf
https://monographs.iarc.fr/wp-content/uploads/2018/06/mono112-08.pdf
https://monographs.iarc.fr/wp-content/uploads/2018/06/mono112-08.pdf

Tossicologia — fattori che influenzano la tossicita

[ Subject ]

Toxicity is influenced by the nature of the toxic substance and its matrix, the subject exposed, and
the conditions of exposure.

La sostanza tossica e la sua matrice (BaSO, vs BacCl,
assorbimento di composti acidi)

Circostanze di esposizione

*ll soggetto ed il suo ambiente

17



Forme della sostanza tossica e la sua matrice

Esposizione ambientale ed occupazionale:
tossici in forme diverse

Gas (CO)

Vapori (benzene e naftalene)

Polveri (dusts solidi respirabili da macinazione di solidi)
Fumi (da condensazione di vapori)

Nebbie (goccioline di liquido)

Tossico e in genere in soluzione o miscelato: le sostanze con cui
e associato costituiscono la matrice, che puo avere un forte
effetto sulla tossicita (es. pH, es: BaSO,, BaCl,)

Executive summary:

https://echa.europa.eu/registration
-dossier/-/registered-
dossier/15235/7/3/4



Formulato

Nei prodotti commerciali non si hanno sostanze chimiche in purezza, ma dei
preparati, composti secondo una determinata formula

Veicolo (soluzione salina, oli vegetali, DMSO, gomme naturali e metil-cellulosa
colloidale)

Eccipiente (consistenza e forma)

Coadiuvante (potenzia effetti-es. funghicidi ditiocarbammici potenziati da
mercaptotiazoli) j\ \
R\N S/R HS{EJ

I
RII

Diluenti
Conservanti (es. antiossidanti)
Lubrificanti

Agenti di rivestimento

Es. prodotto verniciante contiene un legante polimerico, un mezzo solvente e/o

disperdente, un pigmento ed eventualmente cariche, additivi vari

- i . . . 19
Stabilita e caratteristiche di conservazione / decomposizione



Circostanze di esposizione

Modi in cui gli organismi sono esposti dipendono da:

Dose
Concentrazione del tossico

Durata e frequenza dell'esposizione

Tasso (rate)

Sito e via (route) di esposizione

Esposizione
Acuta Acuta
locale sistemica
Cronica | Cronica
e. sistemica colpisce organi lontani locale sistemica

dal sito di contatto nell’'organismo

20



Il soggetto (saggi tossicologici su animali)ed il suo ambiente

Fattori inerenti al soggetto che influenzano risposte a
tossici

Classificazione tassonomica (specie e varieta)
«Caratteristiche genetiche (intraspecifiche)

*Massa corporea, eta, sesso, grado di maturita

«Stato iImmunologico

‘Benessere (dieta, idratazione, malattie e ferite, stato
psicologico, affollamento o deprivazione, riposo, stress)

Fattori ambientali

T, P, umidita, composizione dell’atmosfera

*Luce e rumore

«Condizioni sociali e di alloggiamento 21



Tossicologia — esposizione alle sostanze tossiche

Esposizione:
* percutanea
« polmonare
* tratto gastro-intestinale
- bocca / esofago / stomaco
- Intestini

- tratto intestinale e fegato

Toxicological Chemistry and Biochemistry — S.E. Manahan, 2003

Health Risk Assessment Dermal and Inhalation Exposure and Absorption of Toxicants
Rhoda G.M. Wang, James B. Knaak, Howard |. Maibach
CRC Press, 22 nov 2017 - 544 pagine


https://books.google.it/books?id=J-5HDwAAQBAJ
https://books.google.it/books?id=J-5HDwAAQBAJ
https://books.google.it/books?id=J-5HDwAAQBAJ
https://books.google.it/books?id=J-5HDwAAQBAJ

Tossicologia — esposizione alle sostanze tossiche

Ingestion (entry site)

> Gastrointestinal tract

A F
Inhaled air (exc:ec:ison)
(entry site) Bile
i Dermal exposure
4 (entry site)
Pulmonary system Liver
(lung and alveoli) g ﬁ ¢
&
u Skin
Exhaled air 'l‘ * 0
(excretion) Blood and lymph system
Protein Metabolism Distribution of free,
binding bound, or metabolite
form
Cell | membrane Kidney
Receptor cells ¢
P Bone Bladder
= 1 Fat
Toxicant Urine
storage (excretion)

Major sites of exposure, metabolism, and storage, and routes of distribution and elimination of

toxic substances in the body.



Tossicologia — esposizione percutanea alle sostanze tossiche

Toxicant

Horny layer

R

Corneum

< Blood/lymph

Absorption of a toxic substance through the skin.

pagIsseun

9¢(1T0T)ONOW/INI/ANA

»

Unclassified ENV/IM/MONO(2011)36

Organisation de Coopération et de Développement Economiques
Organisation for Economic Co-operation and Development IS—Aug—IOI 1

English - Or. English
ENVIRONMENT DIRECTORATE
JOINT MEETING OF THE CHEMICALS COMMITTEE AND
THE WORKING PARTY ON CHEMICALS, PESTICIDES AND BIOTECHNOLOGY

Stratum granulosum
Stratum spinosum
Stratum germinativum

Stratum [ Disjunctio
corneum
Conjunction g 2
ja0¥

Epidermis

( Sweat duct

Sebaceous
gland

Sweat gland

Blood vessel

Dermis

Fat

Hair follicle

\.Capiliary

Figure 5-5. Diagram of a cross section of human skin.

www.olemiss.edu/courses/phcl675/gentox2.pdf

GUIDANCE NOTES ON DERMAL ABSORPTION OECD Guidance notes on dermal absorption
Serle on Texing and Assessment https://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/

No. 156 48532204.pdf



Tossicologia — esposizione polmonare alle sostanze
tossiche (scavalca fegato)

Ambient air

Nose, pharynx

Gastrointestinal tract

I Trachea, bronchi

Table 1. Enzymes responsible for xenobiotic metabolism
in the respiratory tract.”

Blood

Phase | {monooxygenases)

Cytochromes P450
Alve()li FAD-containing monooxygenase
Phase Il (transferases)

Glutathione transferases

Lymph Glucuronyltransferases

Others

Carboxylesterases
Aldehyde dehydrogenase
g . . Alcohol dehydrogenase
Pathways of toxicants in the respiratory system. Bbadacaas

Epoxide hydrolase
DT-diaphorase

“‘Uptake and Metabolism of Toxicants in the Respiratory Tract” A.R. Dahl and P. Gerde


https://ehp.niehs.nih.gov/doi/pdf/10.1289/ehp.94102s1167
https://ehp.niehs.nih.gov/doi/pdf/10.1289/ehp.94102s1167

Tossicologia — esposizione alle sostanze tossiche
tratto gastrointestinale

bocca esofago stomaco

Intestini

tratto intestinale e fegato Ingestion

Gastrointestinal tract J;— Bile
Elimination
(feces)

Liver

!

Portal vein

_J Blood and

lymph system

Representation of enterohepatic circulation.



Tossicologia —relazioni dose risposta

a) Livello minimo d’effetto,
b) sensibilita di organismo a incrementi di tossico e

c) livelli per cui effetto definitivo (morte) accade per la maggior
parte di organismi esposti.

Per nutrienti minerali esiston range ottimal

Acceptable

—
@
>
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7
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o
)
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=
o
o
)
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Dose (Concentration) Increase --->
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Tossicologia —relazioni dose risposta

Relazioni dose-risposta

g 100
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i 0

Y Log dose

lllustration of a dose—response curve in which the response is the death of the organism. The
cumulative percentage of deaths of organisms is plotted on the y axis. Although plotting log dose
usually gives a better curve, with some toxic substances it is better to plot dose.



CH3

CH;

0
0
g\/\/CHS

CH;

Tossicologia — tossicita relative (7

Dose letale stimata

Table 6.1 Toxicity Scale with Example Substances?

. . /k Toxic Substance Approximate LD, Toxicity Rating
p erumani (I nm g g) — 10° 1. Practically nontoxic,
DEHP® > — > 1.5 x 10* mg/kg \
. p Ethanol > — 104 2. Slightly toxic 5 X 10°—
(considera pero Sodium chloride —> — 1.5 % 104 mg/kg
Malathion —> — {3 3. Moderately toxic
. I I Chlorane ——— > — A %OO—SOOQ mg/kg
Heptachlor ———— — 1()2 . Very toxic
anche effetti non letali) eptachlor — 10 AT
Parathion ——— — 10 5. Extremely toxic
Tossicita acuta TEPP: - e
~S—
Nicotine” o 1
Tetrodotoxind ——» — 101
— 102 6. Supertoxic
— <5 mg/kg

TCDDf ——e——p 103

— 10-4

Botulinus toxin —» — 105

@ Doses are in units of mg of toxicant per kg of body mass. Toxicity ratings on the
right are given as numbers ranging from 1 (practically nontoxic) to 6 (supertoxic),
along with estimated lethal oral doses for humans in ma/ka. Estimated LD, values
for substances on the left have been measured in test animals, usually rats, and
apply to oral doses.

b Bis(2-ethylhexyl)phthalate.

¢ Tetraethylpyrophosphate.

d Toxin from pufferfish.

¢ TCDD represents 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin, commonly called “dioxin.”



CH.
0 5/\/\%3
o
o
0 gw%

CHs

https://echa.europa.eu/documents/10162/13641/dehp_echa_rev
lew_report_2010 6 en.pdf/ce8e254f-3371-4c8b-8b92-
865962bc5424

Reproductive toxicant category 1B adverse effects on sexual function and fertility or on development (Table 3.1) or reproductive
toxicant category 2 with R60 (May impair fertility) or R61 (May cause harm to the unborn child) (Table 3.2) listed in Appendix 6

31



Tossicologia — tossicita relative

La tossicita acuta si riferisce agli effetti
avversi che si verificano in breve tempo (di
solito entro 14 giorni) dopo la

paragone tra criteri di tossicita acutasomministrazione di una singola dose (o

esposizione a un determinato dose o
concentrazione) di una sostanza di prova,
0 piu dosi date entro 24 ore.

La DL50 e definita come l'espressione
derivata statisticamente di una dose
singola che si prevede sia letale per il 50%
degli animali testati

Table 6.3. Some criteria for the classification of chemicals on the basis of LD30
values from acute oral toxicity data expressed as mg/kg, .

United Nations
Solids
Liquids

World Health Organization

Solids
Liquids

European Communities

USA

toxic |
<5

<5

extremely
hazardous

<5

<20

very toxic

<25

supertoxic
< 5

toxic 2
<50
<50

highly
hazardous
<50

< 200

toxic
< 200

highly toxic
< 50

toxic 3

< 500

< 2000

moderately slightly

toxic toxic

< 500 < 5000

< 2000 < 2000

harmful

< 2000

very toxic moderately toxic  slightly toxic
< 500 < S000 < 15000



Dosi letall mediane

Le DL, hanno un valore limitato nell’'esprimere | pericoli per
l'uomo.

Questo e perche la morte a seguito dell'esposizione
(ambientale) ad una sostanza tossica e un effetto irreversibile
relativamente raro.

Maggiormente preoccupanti sono gli effetti subletali che sono
spesso reversibili, come le allergie e difetti congeniti, o effetti
che possono essere letali ma che non sono acuti come la
cancerogenesi.



Tossicologia —Reversibilita e sensibilita

Iper e iposensibilita, risposte “‘normali”

e ' Effetti irreversibili,
toxicant Reversible d
permangono aopo

Irreversible ‘ - I'’eliminazione del
il Effect )—

tossico dall’organismo
Margin of safety—h@

h 4

Sublethal
effect

| . MoSéla

A differenza tra
concentrazione di
esposizione e
conc. letale

Hypersensitivity

N

\

Effects of and responses to toxic substances.

Reazioni allergiche indotte - penicillina
Tolleranza - es Cd %* metallotioneine



Tossicologia non cinetica: effetti dannosi di una specie
chimica che si verificano nel sito di esposizione (HNO,
sulla pelle)

Specie non metabolizzate / trasportate / eliminate dall
Corpo

Caratteristiche della specie
Sito (area e durata) di esposizione
(Anche nota come

t. non metabolica o t. non farmacologica)
1



Tossicologia cinetica: Specie trasportate / metabolizzate

Veleni sistemici, possono attraversar membrane e agire su
recettori

Quando consideriamo la pericolosita di una sostanza assumiamo che gli
effetti avvengano per interazione tra essa ed un sito recettore. Si ha una
risposta solo se un quantitativo sufficiente della specie o di un suo
metabolita attivo raggiunge il recettore. Cio evidenzia la rilevanza
dell'informazione sui processi di assorbimento, distribuzione,
metabolismo ed escrezione (ADME), molto studiati in farmacologia, che
determinano il destino all'interno del corpo € le dosi interne al sito
bersaglio.

Toxicokinetics
mammal

Plasma Slte.of i
dose : toxic toxic effect
concentration 5
action

__________________________________

Toxicodynamics

Figure 6.2. Toxicokinetics



Absorption

Factors affecting absorption:
Solubility

Acid stability
Permeability

Metabolism — es. gut wall
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Distribution

Distribution: the reversible transfer of a chemical to and from the
systemic circulation

Absorption Distribution
-—>_BLOOD TISSUES

Compounds can distribute out of plasma into tissues:

Main factors influencing distribution are pKa, lipophilicity, plasma
protein binding (only unbound chemical is free to distribute Iin
tissues ).



Plasma Protein Binding (PPB)

Rapid
— D
—

Equilibrium
Free quilibriu

Bound
Drugs/chemicals can bind to macromolecules in the blood — known as plasma protein
binding (PPB)
Only unbound compound is available for distribution into tissues
Acids bind to basic binding sites on albumin, bases bind to alpha-1 acid glycoprotein

0-50% bound = negligible
50-90% = moderate
90-99% = high

>99% =very high

For bases and neutrals, PPB is proportional to logD.
Acidic drugs tend to have higher PPB than neutral/basic drugs.



Metabolism

Definition: Any chemical alteration of a drug/chemical by the living
system

Purpose: To enhance water solubility and hence excretability

Types of metabolism
— Phase I: production of a new chemical group on the molecule
— Phase II: addition of an endogenous ligand to the molecule

Sites of metabolism
— Main site of metabolism is the liver.
— Other sites include the gastrointestinal wall (CYP-450), kidneys,
blood etc.
Factors affecting metabolism
— The structure of a drug influences its physicochemical properties.
(blocking/altering sites of metabolism can improve DMPK
properties)
— MW, LogP/LogD, pKa
— The more complex the structure, the more the potential sites for
metabolism.



Phase | Metabolism

(i) Oxidation

Aliphatic or aromatic hydroxylation
N-, or S-oxidation

N-, O-, S-dealkylation

(i) Reduction
Nitro reduction to hydroxylamine/ amine
Carbonyl reduction to alcohol

(iii) Hydrolysis
Ester or amide to acid and alcohol or amine
Hydrazides to acid and substituted hydrazine

SRR SRS
. :
OH
Propranolol
(B-blocker)
OH
©©\‘\I4NH - @VYNH
NH, NH,

Debrisoquine
(anti-hypertensive)
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Nitrazepam
(hypnotic)

CO,H @COZH
L, o
04K
Aspirin
(Analgesic)



Phase Il Metabolism

OYCHCIZ
(i) Glucuronidation HN on
Carboxylic acid, alcohol, phenol, amine OH

O,N

(i) Amino acids Chloramphenicol
Carboxylic acids (antibiotic)
(iii) Acetylation
Amines o J\

N
OH H OH
(iv) Sulfation

Alcohol, phenol, amine Prenalterol
(B-blocker)
(v) Glutathione conjugation (gly-cys-glu)

Halo-cpds, epoxides, arene oxides, quinone-imine



Cytochrome P450 Enzymes (CYP-450)

2e-, 2H*

RH + O, ROH + H,O

CYP-450

Many Phase | oxidations are mediated by cytochrome P450 enzymes.
Membrane bound proteins - found on the endoplasmic reticulum.

Hergg—i(\:/%ns'[ﬁleqlng proteins — porphyrin ring co-ordinating iron at the

Many iso-forms with different substrate specificities:
Major human CYP’s: 1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4

CYP inhibition/induction:

v
ﬁ \
.
HO,C “cys COH

Iron(lll) porphyrin Active oxygen Fe (IV) species



Excretion (Elimination)

Absorption Distribution
= BLOOD [ 4 TISSUES

Elimination

Elimination: the irreversible transfer of a drug from the systemic
circulation

Major routes of elimination:
Metabolism

Renal excretion (for free drug, ie low logD)
Biliary excretion

Also lungs, sweat etc.



Renal Excretion

Blood Nephron

Glomerulus

Proximal Tubule

L’ Urine

Arterial ]

All unbound drug/chemical in plasma is
filtered in the glomerulus. Only significant i
for very polar compounds, log D < 0. vonous

Collecting
Y Tubule

2. Some compounds are actively secreted
into urine along the proximal tubule.

3. Unionised drug can undergo passive reabsorption from
urine into blood along the length of the nephron (net excretion may be zero).

4. Drug that is bound to plasma proteins is not filtered.



Hepatic portal vein

Biliary Excretion

Gall bladder

Intestine

In the liver drugs/chemicals can be secreted into
the bile

Transporters in the basolateral and canalicular

membranes of hepatocytes mediate uptake into
the hepatocyte and efflux into bile

Biliary clearance is commonly higher in Rats/Mice
than in Dog/Man

Bile collects in gall bladder, then released into

intestine upon food intake. Drug/chemical may
then be reabsorbed - known as enterohepatic

recirculation (EHC).

OATP ST MWTCP QTR Baszolateral
metmbrane
@ @ @ ? ]
i "y
MDR3 MRP2
BSER cBAT

cannalicular R MDR1
metnkrane /IL

Tight junction

Hepatocytes )




Tossicologia cinetica: Specie trasportate / metabolizzate

Veleni sistemici, possono attraversar membrane e agire su
recettori

Quando consideriamo la pericolosita di una sostanza assumiamo che gli
effetti avvengano per interazione tra essa ed un sito recettore. Si ha una
risposta solo se un quantitativo sufficiente della specie o di un suo
metabolita attivo raggiunge il recettore. Cio evidenzia la rilevanza
dell'informazione sui processi di assorbimento, distribuzione,
metabolismo ed escrezione (ADME), molto studiati in farmacologia, che
determinano il destino all'interno del corpo € le dosi interne al sito
bersaglio.

Toxicokinetics
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dose : toxic toxic effect
concentration 5
action
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