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Valutazione della tossicità per la 

valutazione del rischio per la salute umana (RAoC cap.6) 
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S. Manahan“Toxicological Chemistry and Biochemistry”

CRC press (2003)

Capitoli 6-7 per generalità 

+ c. 10-19 per chimica tossicologica di specifiche sostanze 

chimiche
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Tossicità è la capacità 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 capacità di mantenere stabilità 

fisiologica e psicologica) e compensazione (l’adattamento fisiologico e 

psicologico): detossificazione metabolica, adattamento e riparazione 

cellulare.

Al di sopra di soglie di concentrazione/dose per ciascuna specie chimica la 

capacità dell’organismo di compensare a stress tossici viene saturata, 

deviando dall’omeostasi 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, è necessario distinguere tra effetti avversi e 

non ed associare l’entità dei danni all’esposizione; es dosi ripetute, studi 

caso-controllo ; cambiamenti statisticamente significativi o “serio danno 

alla salute”? 5
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https://www.uniba.it/docenti/maiorano-eugenio/attivita-didattica/anatomia-

patologica-parte-1a/1f.-patologia-cellulare/at_download/file
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https://www.uniba.it/docenti/maiorano-eugenio/attivita-didattica/anatomia-

patologica-parte-1a/1f.-patologia-cellulare/at_download/file
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LE ROTTURE DEL 

FILAMENTO DEL 

DNA SI POSSONO 

EVIDENZIARE 

TRAMITE 

L’ELETTROFORESI

OSSERVAZIONE AL 

MICROSCOPIO A 

FLUORESCENZA

PRINCIPIO

Test della Cometa (SCGE)
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Serve valutazione di 

fisiologo o 

tossicologo esperto 

per stabilire se c’è 

“serio danno alla 

salute”?
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valutazione di 

fisiologo o 

tossicologo esperto 

per stabilire se c’è 

“serio danno alla 

salute”
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(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



TOSSICOLOGIA – INTRODUZIONE

Veleno o tossico: sostanza che è dannosa a organismi viventi a 

causa di effetti su tessuti, organi o processi biologici.

La Tossicologia è la scienza di agenti tossici/veleni.

Tipo di organismo/quantità di sostanza/ via di esposizione

Tossicologia Moderna M.J.B. Orfila (Minorca 1787-1853) 

T. Umana

LD50 Mortalità / Morbilità / 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)
12
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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 l’effetto 

tossico

14

https://apps.units.it/Sitedirectory

/InformazioniSpecificheCdS/Def

ault.aspx?cdsid=10638&ordina

mento=2020&sede=1&int=web&

lingua=15



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)

•Sorgenti (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 del 
sis.immunitario)15



Es. di criteri multipli di classificazione

Parathion (bandito negli  USA nel 1991, EU 2002, per la 

tossicità  acuta per gli esseri umani).

• O,O-dietil-O-p-nitrofenil tiofosfato

• è un insetticida 

• prodotto industrialmente, 

• l'esposizione può manifestarsi come una nebbia da spray 

• lega all'enzima acetilcolinesterasi, 

• ha effetto sulla funzione del sistema nervoso

16https://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 tossicità

•La sostanza tossica e la sua matrice (BaSO4 vs BaCl2 

assorbimento di composti acidi) 

•Circostanze di esposizione

•Il 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 è in genere in soluzione o miscelato: le sostanze con cui 

è associato costituiscono la matrice, che può avere un forte 

effetto sulla tossicità (es. pH, es: BaSO4, BaCl2)

18

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)

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

Stabilità e caratteristiche di conservazione / decomposizione
19



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 

locale

Acuta 

sistemica

Cronica 

locale

Cronica 

sistemica
e. sistemica colpisce organi lontani 

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 varietà)

•Caratteristiche genetiche (intraspecifiche)

•Massa corporea, età, sesso, grado di maturità

•Stato immunologico

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

Fattori ambientali

•T, P, umidità, 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 I. Maibach

CRC Press, 22 nov 2017 - 544 pagine  https://books.google.it/books?id=J-5HDwAAQBAJ

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


Tossicologia – esposizione alle sostanze tossiche



Tossicologia – esposizione percutanea alle sostanze tossiche

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

OECD Guidance notes on dermal absorption

https://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/

48532204.pdf



Tossicologia – esposizione polmonare alle sostanze 

tossiche (scavalca fegato)

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

“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


Tossicologia – esposizione alle sostanze tossiche

tratto gastrointestinale

bocca esofago stomaco

intestini

tratto intestinale e fegato



Tossicologia – relazioni dose risposta

a) Livello minimo d’effetto, 

b) sensibilità 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 ottimali





Tossicologia – relazioni dose risposta

Relazioni dose-risposta
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Tossicologia – tossicità relative

Dose letale stimata

per umani (in mg/kg)

(considera però

anche effetti non letali)

Tossicità acuta
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https://echa.europa.eu/documents/10162/13641/dehp_echa_rev

iew_report_2010_6_en.pdf/ce8e254f-3371-4c8b-8b92-

865962bc5424



Tossicologia – tossicità relative

paragone tra criteri  di tossicità acuta

La tossicità acuta si riferisce agli effetti 

avversi che si verificano in breve tempo (di 

solito entro 14 giorni) dopo la

somministrazione di una singola dose (o 

esposizione a un determinato dose o 

concentrazione) di una sostanza di prova, 

o più dosi date entro 24 ore.

La DL50 è definita come l’espressione 

derivata statisticamente di una dose 

singola che si prevede sia letale per il 50% 

degli animali testati



Le DL50 hanno un valore limitato nell’esprimere i pericoli per 

l'uomo. 

Questo è perché la morte a seguito dell'esposizione 

(ambientale) ad una sostanza tossica è 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.

Dosi letali mediane



Iper e iposensibilità, risposte “normali”

Reazioni allergiche indotte - penicillina

Tolleranza - es Cd 2+ metallotioneine

Tossicologia –Reversibilità e sensibilità

Effetti irreversibili, 

permangono dopo 

l’eliminazione del 

tossico dall’organismo

MoS è la 

differenza tra 

concentrazione di 

esposizione e 

conc. letale



Tossicologia non cinetica: effetti dannosi di una specie 

chimica che si verificano nel sito di esposizione  (HNO3

sulla pelle)

Specie non metabolizzate / trasportate / eliminate dal 

corpo

Caratteristiche della specie 

Sito (area e durata) di esposizione

(Anche nota come 

t. non metabolica o t. non farmacologica)

II

II



Tossicologia cinetica: Specie trasportate / metabolizzate

Veleni sistemici, possono attraversar membrane e agire su 

recettori 

Quando consideriamo la pericolosità 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. Ciò 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 e le dosi interne al sito 

bersaglio.



Absorption

MOUTH

INTESTINE

BLOOD

Gut wall

Metabolism

STOMACH
Liver

Portal vein

Factors affecting absorption:

Solubility

Acid stability

Permeability

Metabolism – es. gut wall



Distribution

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 in 

tissues ).

Absorption Distribution
BLOOD TISSUES

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

systemic circulation



Plasma Protein Binding (PPB)

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.

Drug Protein

Rapid

Equilibrium

Drug

Free

Bound



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 I Metabolism

(i) Oxidation 

Aliphatic or aromatic hydroxylation

N-, or S-oxidation

N-, O-, S-dealkylation

(ii) 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
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(hypnotic)
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OH

Debrisoquine

(anti-hypertensive)



Phase II Metabolism

(i) Glucuronidation

Carboxylic acid, alcohol, phenol, amine

(ii) Amino acids

Carboxylic acids

(iii) Acetylation

Amines

(iv) Sulfation

Alcohol, phenol, amine

(v) Glutathione conjugation (gly-cys-glu)

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

OH

OH
NH

O CHCl
2

O
2
N

O
OH OH
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(antibiotic)
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O

OH

N
H
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O

OH OPrenalterol

(-blocker)



Cytochrome P450 Enzymes (CYP-450)

Many Phase I oxidations are mediated by cytochrome P450 enzymes.

Membrane bound proteins - found on the endoplasmic reticulum.

Heme-containing proteins – porphyrin ring co-ordinating iron at the 
active site.

Many iso-forms with different substrate specificities:

Major human CYP’s: 1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4

CYP inhibition/induction:

RH  +  O2 ROH  +  H2O
2e-, 2H+

CYP-450

NN

N N
Fe

HO
2
C CO

2
H

O

S
Cys

+.
NN

N N
Fe

HO
2
C CO

2
HS

Cys

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



Excretion (Elimination)

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

Major routes of elimination:

Absorption Distribution

Elimination

BLOOD TISSUES

Metabolism

Renal excretion (for free drug, ie low logD)

Biliary excretion

Also lungs, sweat etc.



Renal Excretion
Blood

Urine

1. All unbound drug/chemical in plasma is 

filtered in the glomerulus. Only significant

for very polar compounds, log D < 0.

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.

Nephron



Gall bladder

Liver

Hepatic portal vein

Intestine

Biliary Excretion
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). 

EHC



Tossicologia cinetica: Specie trasportate / metabolizzate

Veleni sistemici, possono attraversar membrane e agire su 

recettori 

Quando consideriamo la pericolosità 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. Ciò 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 e le dosi interne al sito 

bersaglio.

47



Biocinetica - decorso temporale di una sostanza chimica in 

un organismo vivente, vale a dire, aumento o la diminuzione 

di sostanza presso il sito di misura dovuti a trasporto o 

trasformazione o degradazione. Il termine "tossicocinetica" è 

spesso usato come sinonimo

Deve rispondere a domande in termini di  

Cosa e quanto? 

Dove? 

Quando (velocità/tasso)?

Es un composto ha un’emivita di 6h  nel plasma (dove?) 

Toxicokinetic Modeling of Persistent Organic Pollutant Levels in Blood from 

Birth to 45 Months of Age in Longitudinal Birth Cohort Studies

http://ehp.niehs.nih.gov/wp-content/uploads/121/1/ehp.1205552.pdf
48

RAoC IIed p.229



Le curve della concentrazione contro il tempo di una 

sostanza nel plasma o nel sangue sono risultati importanti per gli 

studi cinetici: sono surrogati per descrivere le concentrazioni al 

tessuto bersaglio. Si calcola la dose interna/ esposizione interna

come AUC - area sotto la curva (concentrazione nel plasma vs 

tempo). Le AUC sono usate per varie estrapolazioni (es 

interspecie)

49
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Intrinsic Clearance (CLint), 

Maximum Velocity of the Metabolic Reaction (Vmax), 

Michaelis Constant (KM)
51

Parametri rilevanti per definire le dosi interne



Ripartizione a partire dal sangue (blood partitioning) è definita in base al 

tessuto target; le costanti di partizione dipendono da proprietà chimico 

fisiche della sostanza e proprietà chimico fisiche  del tessuto (es. 

contenuto lipidico e proteico)

Velocità e entità/estensione della partizione:

Velocità: velocità di perfusione (la velocità del flusso di sangue attraverso 

i capillari per unità di massa di tessuto, espressa in millilitri al minuto per 

100 g)

Estensione: Il volume di distribuzione (Vd) indica la capacità di diffusione 

e penetrazione di farmaci o tossici nei vari organi e tessuti. Si definisce 

come il volume teorico che sarebbe necessario a contenere la quantità 

totale di farmaco/chemical presente nell'organismo alla stessa 

concentrazione di quella presente nel plasma. Si calcola come rapporto tra 

la dose di farmaco presente nell'organismo(che nel caso di un 

assorbimento del 100% corrisponde alla dose somministrata) e la 

concentrazione plasmatica del farmaco stesso. 

Nell'organismo vengono distinti tre compartimenti di fluidi:

plasma (circa 3 litri) / fluidi interstiziali / fluidi intracellulari.

Il plasma e i fluidi interstiziali formano insieme i fluidi extracellulari, pari a 

circa 12-13 litri. 
52



La somma di questi tre volumi costituisce l'acqua totale corporea o 

TBW (Total Body Water), che consiste per definizione nel volume di 

distribuzione dell'acqua triziata, e che è pari cioè a circa 42-43 litri in un 

soggetto di peso normale (circa 70 kg).

A seconda della sua idro- o liposolubilità, una sostanza può avere 

volumi di distribuzione molto diversi.

53

Sostanza Vd Compartimento corporeo Comportamento

Molto polare (es. Blue Evans) 3,3 litri Plasma

Non passa le membrane 

delle cellule endoteliali e 

non esce dal plasma

Idrosolubile (es. mannitolo) 12 litri Acqua extracellulare
Passa nell'interstizio ma 

non entra nelle cellule

Liposolubile (es. cloramfenicolo) 42 litri Acqua totale
Passa senza problemi tutte 

le membrane cellulari

Molto liposolubile (es. metoprololo) 330 litri Vd apparente

Lega le proteine 

plasmatiche e si deposita 

nel tessuto adiposo

https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Blue_Evans&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/wiki/Mannitolo
https://it.wikipedia.org/wiki/Cloramfenicolo
https://it.wikipedia.org/wiki/Metoprololo


Biodisponibilità F: paragone tra AUC per la via di esposizione 

d’interesse (es. orale) e per la somministrazione intravenosa 

(riferimento)

F = Di.v. / Dx * AUCx / AUCi.v.

X è la via di esposizione considerata

Assorbimento = passaggio di membrana (epitelio polmonare, epidermide, 
tratto gastrointestinale), che può essere seguito da biotrasformazione (può 
diminuire la biodisponibilità!!!)

54



Bioavailability

Dose

Destroyed

in gut

Not

absorbed 

Destroyed 

by gut wall

Destroyed

by liver

to

systemic

circulation
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Modelli PBPK 

56

http://users.ugent.be/~lvbortel/

Friday_1.pdf



Attenzione alle estrapolazioni da una 

via d’esposizione ad un’altra…

Es. da ingestione a inalazione o contatto 

dermico in igiene occupazionale.

Se “costretti”  si aumentano i margini di 

sicurezza. 

57



• Distribuzione 

ed accumulo

• Metabolismo ed 

estrapolazioni tra 

vie di esposizione

58



RECETTORI e sostanze tossiche

Es. Funzionamento normale: l’acetilcolina è un neurotrasmettitore 

che deve essere idrolizzato enzimaticamente per evitare eccessiva 

stimolazione da parte ai recettori nervosi

59



Parathion ->       Paraoxon attivazione 

60

S. Manahan

Toxicological chemistry and biochemistry, 2003

p.374-375

paraoxon



Tossicologia – recettori e sostanze tossiche

61



Tossicologia – fasi di tossicità

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

inizia la fase dinamica

62



Tossicologia – tossificazione e detossificazione

Composto genitore attivo

Metabolita attivo.

Effetti additivi / sinergici / di potenziamento /

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

63



Tossicologia – risposte fisiologiche e comportamentali

64



Tossicologia – risposte fisiologiche e comportamentali
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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)
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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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Aspetti generali

Test substance

Dose selection

Animal species

Test duration

Diet

Other environmental variables

Parameters studied

Electronic data processing

Presentation of results

Interpretation and evaluation of results

GLP

Requisiti del personale

Benessere degli animali

Dati umani

Incertezza e variabilità 
International Program on Chemical Safety. 1978.

Principles and methods for evaluating the toxicity

of chemicals. Part I. World Health Organization,

Environmental Health Criteria 6. 

http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc006.htm
68
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Test di tossicità acuta: 
singola dose o dosi ripetute nelle 24 ore

Esiti rilevati entro 14 giorni dall’esposizione

Richiesto nel REACh (esposizione orale se non sono disponibili dati di e. 

inalatoria) per sostanze con produzione importazione maggiore di 1 

tonnellata/anno; per più di 10 t/y serve test su ulteriore via d’esposizione.

Si verifica in genere letalità

Test acuti locali
Irritazione e corrosione richiesti nel REACh  per sostanze con t/y >10
“Irritant substances are non-corrosive substances which cause inflammation as 

evidenced by erythema and oedema of the skin and corneal opacity, iridal effects and 

conjunctival redness or swelling for the eye. Corrosive substances may destroy living 

tissues.”

In vivo su conigli / no dose-risposta, no LOEL

Sensibilizzazione richiesto nel REACh  per sostanze con t/y >1
Skin sensitization (-> allergic contact dermatitis) is a common form of allergy. Following 

skin exposure, it develops in 2 phases: induction (sensitization) and elicitation. 1) a 

primary immune response is triggered following a reaction between the chemical 

allergen and skin protein. 2)if the sensitized individual comes in contact with the same 

chemical allergen again in a later stage, a more pronounced secondary response is 

induced
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Test di tossicità acuta
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Tossicità per dosi ripetute
Più che a dosi elevate a seguito di incidenti gli esseri umani possono essere 

esposti ripetutamente a basse dosi di contaminanti ambientali

Esempi di test con somministrazioni ripetute ad animali da esperimento 

sono la prova sub-acuta di 28 giorni, il test subcronico di 90 giorni e il test 

cronico per la durata di vita.  Il requisito minimo di solito è la prova di 14 o 

28 giorni con ratti. 

In base al REACh, è richiesto uno studio di tossicità a dose ripetuta (almeno 

una prova di 28 giorni) per un livello annuale di produzione o di 

importazione di 10 tonnellate

Si ottengono informazioni su quelli che sono gli organi bersaglio, relazioni 

dose/risposta, NOAEL o BDC

Ratti e cani, usualmente giovani (più sensibili)
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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 75



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
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LE ROTTURE DEL 

FILAMENTO DEL 

DNA SI POSSONO 

EVIDENZIARE 

TRAMITE 

L’ELETTROFORESI

OSSERVAZIONE AL 

MICROSCOPIO A 

FLUORESCENZA

PRINCIPIO

Test della Cometa (SCGE)
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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).
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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
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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).
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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)91



Tossicologia – recettori e sostanze tossiche
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Tossicologia – recettori e sostanze tossiche

93



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. 94



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 
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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.                            ) 98



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




















