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Valutazione della tossicità per la 

valutazione del rischio per la salute umana (RAoC cap.6) 
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Tossicologia – fasi di tossicità

Dopo la fase cinetica, che trasporta la specie tossica al recettore, 

inizia la fase dinamica
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Studi sulla tossicità

Molti aspetti critici ci si riferisce spesso alla “bibbia” gialla del 
WHO/OMS “Principles and methods for evaluating the 
toxicity of chemicals: Part I”;

Indicazioni sono reperibili anche su “Guidelines for testing
chemicals” dell’OECD/OCSE

Bada a:  
Proprietà chimiche 

vie d’esposizione

Selezione e cura degli animali (dieta e condizioni di stabulazione)

Acquisizione dei dati e presentazione e interpretazione dei risultati

Good laboratory practices (US-FDA, USEPA, OECD, EC)

Incertezze nei test su animali UN International Program on 
Chemical Safety (1978)
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Genotossicità

Genotoxicity refers to potentially harmful effects on

genetic material. It includes mutagenicity which can

be defined as the induction of permanent transmissible

changes in the amount or structure of the genetic

material. 

Genotoxicity tests also provide indications

of other DNA damage through unscheduled DNA

synthesis, sister chromatid exchange (scambio di porzioni 

omologhe di DNA tra i due cromatidi costituenti un cromosoma), 

strandbreaks, adduct formation, mitotic recombination and 

Numerical chromosome aberrations (aneuploidy - variazione nel 

numero dei cromosomi, rispetto a quello che normalmente 

caratterizza le cellule di un individuo). 

Genotoxicity testing is very useful in pre-screening for potential

genotoxic carcinogenicity 6



Regolamento REACh: Il requisito di base è un

test di Ames su batteri per le mutazioni per un quantitativo di sostanza 

annuale di 10 tonnellate.

Il test di Ames, ideato da Bruce Ames nel 1973, è un test 

genetico per l'analisi della genotossicità di una sostanza.

Si basa sulla valutazione della capacità di un sospetto 

mutageno di provocare la reversione di un carattere auxotrofo 

his- in un ceppo di batteri mutato (Salmonella typhimurium), 

rendendolo nuovamente capace di sopravvivere in un terreno 

privo di istidina.

Essendo condotto in cellule batteriche, il test di Ames non consente di 

valutare la capacità dei mutageni di alterare la struttura cromosomica del 

DNA umano.

Va eseguito insieme a test su cellule eucariotiche (test dei micronuclei, test 

della cometa, quantificazione degli addotti al DNA) e su animali in vivo. Vi è 

comunque una buona correlazione fra l'effetto mutageno riscontrato nel test 

di Ames e la cancerogeneità della sostanza
7
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MECCANISMI BIOCHIMICI DELLA TOSSICITA’

Quali sono i meccanismi e le reazioni tramite le quali i composti 

xenobiotici e i loro metaboliti interagiscono con le biomolecole per 

causare un effetto tossicologico avverso?

Per generare una risposta tossica, le sostanze devono esser spesso 

molto reattive 

-> se introdotte direttamente nell’organismo, reagirebbero prima di 

raggiungere un bersaglio in dove causare l’effetto avverso.

-> se prodotte metabolicamente, posson trovarsi in un sito in cui 

interagire facilmente con le biomeolecole, membrane o tessuti per 

causare la risposta tossica
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Si possono identificare 4 categorie di specie tossiche in base alla 

reattività

1) Specie elettrofile: caricate positivamente o con cariche parziali 

positive -> hanno tendenza a legare atomi o gruppi funzionali 

ricchi di elettroni (N, O ed S che son abbondanti in acidi 

nucleici, proteine (tra le quali ci son gli enzimi)). Comuni.

2) Specie nucleofile: caricate negativamente o con cariche parziali 

negative -> hanno tendenza a legare atomi o gruppi funzionali 

poveri di elettroni. Meno comuni (es. CO metabolico formato 

da dealogenazione ed ossidazione di alometani -> lega con Fe2+ 

di emoglobina, impedisce trasporto O2; CN- prodotto da 

metabolismo di acrilonitrile -> lega con Fe3+ di ferricitocromo

ossidasi, impedisce respirazione).
14



Si possono identificare 4 categorie di specie tossiche in base alla 

reattività

3) Radicali liberi: specie neutrali o ioniche che hanno elettroni 

spaiati (es. radical anione superossido O2
.-; radicale idrossilico 

HO. , prodotto dalla decomposizione omolitica di H2O2. Queste 

specie reagiscon con molecole più grandi per generare altri 

radicali liberi. Trasferimento elettronico da citocromo P 450 a 

CCl4 produce Cl3C
. (terribile!).

4) Reagenti redox: posson far decorrere reazioni di ossido-

riduzione pericolose (es. NO3-
→ NO2-

→ ossidazione di Fe2+ a 

Fe3+  (metemoglobinemia))
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Spesso sono importanti le interazioni tra specie tossiche e recettori

Cos’è un recettore? 

Nel presente contesto per recettore si intende un’entità biochimica 

che interagisce con una specie tossica per produrre un effetto 

avverso.

In genere i r. sono macromolecole (come proteine, acidi nucleici o 

fosfolipidi di membrane cellulari) interne alle o sulla superficie 

delle cellule.

La sostanza che interagisce con un  r. è detta legante. 

I leganti sono di solito piccole molecole (endogene - come gli 

ormoni – o xenobiotiche – come molte sostanze tossiche)
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Meccanismo “serratura e chiave” 

(lock and key)

La FUNZIONE del r. dipende  dalla sua elevata specificità per 

particolari leganti; ciò implica spesso un adattamento 

stereochimico tra recettore  e legante 

(simile a interazione tra enzima e substrato) 

ligand

17



Si noti che reazioni tra r. e tossico sono spesso 100 x più forti di 

quelle tra enzimi e substrati.

Inoltre mentre gli enzimi alterano un substrato chimicamente (es 

tramite idrolisi), i tossici non alterano la natura dei recettori se non 

legandosi ad essi.

In molti casi l’identità del recettore NON è nota (es. insetticidi 

piretroidi). In tal caso, per il tossico X, ci si riferisce al recettore X. 

Varie interazioni tra tossici e r. sono studiate in analogia con studi 

farmacologici (ove si studia l’interazione farmaco-recettore).

18



Azione antagonista

Si verifica anche se legame di tossico con

un sito prossimo a r. ma tale che addotto

ostacola stericamente il funzionamento di r. 

Azione diversa in grado 

(effetti avversi)

ligand ligand

ligand

ligand blocker

Il recettore potrebbe anche non avere leganti endogeni
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Interferenze con l’azione degli enzimi

Gli enzimi devon funzionare correttamente per far funzionare i 

processi metabolici essenziali che avvengono nelle cellule.

Xenobiotici a volte sono inibitori di enzimi che rallentano o 

bloccano 

gli e. dall’effettuare la loro normale funzione di catalizzatori 

biochimici.

L’induzione enzimatica è un processo per cui il corpo è stimolato a 

sintetizzare enzimi per un particolare scopo.

Alcuni inibitori enzimatici sono endogeni per controllare i processi 

catalizzati da e..
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Esempio di inibizione  dovuta a specie tossiche: 

ioni di metalli pesanti   Hg2+, Cd2+, Pb2+ tendono a legarsi 

fortemente a gruppi funzionali contenenti zolfo (-SS- , -SH, -S-

CH3) presenti nei siti attivi di e. inibendone il funzionamento. 
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Inibizione di metalloenzimi (e. che contengono un metallo nella 

loro struttura) avviene spesso per sostituzione del metallo con un 

m. xenobiotico (es. Cd2+ sostituisce Zn2+ in ATPasi, alcol 

deidrogenasi)

Inibizione dovuta a composti organici che formano legami 

covalenti 

-> Effetti tossici su sistema nervoso

(il legante è un gas nervino - diisopropilfosfofluoridato)22



Tossicologia – recettori e sostanze tossiche
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Tossicologia – recettori e sostanze tossiche
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Biochimica della mutagenesi

La mutagenesi è il fenomeno per cui tratti ereditabili risultano da 

alterazioni del DNA

Mutazioni avvengono  normalmente originando la diversità nelle 

specie, ma molte mutazioni sono dannose.

Specie tossiche che causano mutazioni son dette mutagene (spesso 

le stesse che causano tumori ed teratogenesi).

DNA contiene basi azotate adenina, guanina citosina e timina; 

l’ordine in cui si presentan nel DNA determina la struttura del 

RNA, sostanza prodotta per sintetizzare nuove proteine ed enzimi 

nelle cellule. Cambiare, aggiungere o sottrarre  una qualsiasi di 

queste basi azotate altera la natura del RNA prodotto e può 

cambiare processi biologici vitali. Questo fenomeno, che può esser 

indotto da uno xenobiotico, è una mutazione che può esser passata 

alla progenie spesso con effetti deleteri. 25



Es. mutagenicità dell’acido nitrico nei batteri.

Tre basi azotate (A, G, C) contengono un amino gruppo –NH2

l’acido nitrico rimpiazza amino- gruppi con atomi di ossigeno con 

legami doppi, poi inserisce un cheto gruppo (C=O) negli anelli delle 

basi azotate convertendole in altri composti (-> il DNA può non 

funzionare bene -> mutazione)

Alchilazioni possono inserire un piccolo gruppo alchilico  (metile o 

etile) su di un N di basi azotate 

26



Es. Dimetil nitrosamina è attivata dal NADPH generando 

intermedio reattivo  
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Biochimica della cancerogenesi 

Il cancro è una condizione caratterizzata dalla replica e crescita 

incontrollata delle cellule di un corpo (cellule somatiche)

Agenti cancerogeni: 

chimici (es. nitrosamine o IPA)

biologici (es. alcuni virus)

radiazioni ionizzanti (es. raggi X)

fattori genetici (es. selezioni genetiche)

La cancerogenesi chimica è prodotta da specie chimiche xenobiotiche

Storia: 1775 spazzacamini inglesi e cancro allo scroto <- fuliggine e 

catrame

Lavoratori nelle industrie di coloranti (D) e cancro alla vescica dovuto 

a prodotti estratti dal catrame ( exp.                            ) 29



Due passaggi principali nella cancerogenesi chimica: 

iniziazione e promozione
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Es. specie procancerogene - cancerogene prossimali (proximate c.) -

cancerogene definitive (? - ultimate carcinogen) 

idratazione degli epossidi

trans diidrodioli, a volte meno tossici perchè meno reattivi 

degli epossidi, ma benzo(a) pirene è procancerogeno, 

-> prodotto cancerogeno

8
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Cancerogeni epigenetici

promotori - agiscono dopo la fase di iniziazione (es. aumentano il 

numero di cellule tumorali - diminuiscono il tempo di latenza) 

non iniziano la cancerogenesi / non sono elettrofili / non silegano al 

DNA
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Agenti alchilanti nella cancerogenesi

cancerogeni posson formare legami covalenti con proteine, peptidi, 

RNA e DNA. Sono gli addotti con il DNA ad esser significativi 

nell’iniziare la cancerogenesi. 

Agenti alchilanti (inseriscono gruppi metilici o etilici) o arilanti 

(fenili)  per il DNA. Spesso si forman metabolicamente (es. dimetil 

nitrosammina)
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Test sulla cancerogenicità

•studi epidemiologici

•test su animali, risultati estrapolati a esseri umani

•per screening: Ames test (mutagenicità - batteri di un ceppo 

di Salmonella, mutato geneticamente in modo che non 

sintetizzi l’aminoacido essenziale istidina, esposti a specie da 

testare; se si ha ritorno a specie originaria/naturale che 

sintetizza istidina allora in ambiente privo di i. verifico 

crescita di Salmonelle, allora la specie testata è mutagena) 
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Tossicologia – tossificazione e detossificazione

Composto genitore attivo

Metabolita attivo.

Effetti additivi / sinergici / di potenziamento /

Effetti antagonisti / “blockers” (competizione per un sito)



Tossicologia – risposte fisiologiche e 

comportamentali



Tossicologia – risposte fisiologiche e comportamentali



Tossicologia – effetti riproduttivi e sullo sviluppo

Effetti tossici sullo sviluppo

Effetti teratogeni (talidomide) (primo trimestre di 

gravidanza)

Effetti sul sistema riproduttivo

Effetti mutageni (alterazione del DNA)



Studi sulla tossicità

Molti aspetti critici ci si riferisce spesso alla “bibbia” gialla del 
WHO/OMS “Principles and methods for evaluating the 
toxicity of chemicals: Part I”;

Indicazioni sono reperibili anche su “Guidelines for testing 
chemicals” dell’OECD/OCSE

Bada a:  
Proprietà chimiche 

vie d’esposizione

Selezione e cura degli animali (dieta e condizioni di stabulazione)

Acquisizione dei dati e presentazione e interpretazione dei risultati

Good laboratory practices (US-FDA, USEPA, OECD, EC)

Incertezze nei test su animali UN International Program on 
Chemical Safety (1978)



Test di tossicità acuta




















