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Definizione di «tossico» ed «intossicazione»

Un «tossico» e una sostanza chimica che, una volta venuta a contatto con un sistema
biologico, determina una alterazione dello stato fisiologico non desiderata

Per “intossicazione” s'intende una malattia acuta o cronica che si produce a sequito
dell'esposizione dell'organismo ad una sostanza tossica. L'intossicazione e un fenomeno
complesso ed e il risultato di processi che riguardano la sostanza, I'organismo e
I'interazione tra sostanza ed organismo per la cui comprensione e necessario conoscere
la chimica, la biochimica, la biologia, la fisiologia.

L'elemento che differenzia I'intossicazione da altre alterazioni dello stato fisiologico,
causate da altra natura (traumatica, infettiva, degenerativa) e I'estraneita (in senso
qualitativo o quantitativo) dell'agente eziologico, intendendo come estranea una
sostanza chimica che non e normalmente presente in un organismo o presente a
concentrazioni non fisiologiche.

Il concetto di estraneo (quantita e qualita) deve essere correlato sempre alla definizione
di dose.



Effetto tossico

ETs (i/r) = Cs (b) (t)* R (n)* AF(sr)

» ET = Effetto Tossico

» S =sostanza (chimica)
» T =tempo

» C=concentrazione

» b = biofase: sede dell'organismo in cui il tossico svolge |'azione. Sede dove sono presenti i
recettori.

» R =numero recettori

» AF = Affinita S vs R (forza/tipo di legame/Costante di dissociazione, ecc.)



Effetto tossico

ETs (i/r) = R (n)* AF(sr)

NV
Tossicocinetica

(ADME)
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Concetto di Dose e Concentrazione

La DOSE e definita come quella
QUANTITA' DISOSTANZA ESPRESSA
IN UNITA' DI PESO (O DIVOLUME) PER
UNITA' DI PESO CORPOREO (mg/kg o

ml/kqg).

La CONCENTRAZIONE e definita
come quella QUANTITA’ DI SOSTANZA
ESPRESSA IN UNITA' DI PESO PER
UNITA’ DI VOLUME (mg/L) (p/V).

La CONCENTRAZIONE pu0 essere
anche espressa in MOLARITA' (M)
come numero di moli di soluto
contenute in 1 LITRO di soluzione.

Metodi per esprimere la concentrazione di una soluzione

T T
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Dose Efficace 50 (DE50) e Dose Letale 50 (DL50)

La DE5o e definita come quella dose
che somministrata in una determinata
specie, attraverso una determinata via
e in grado di produrre un determinato
effetto terapeutico nel 50% degli

animali trattati.

La DL5o e definita come quella dose
che somministrata in una determinata
specie, attraverso una determinata via
e in grado di determinare la morte nel
50% degli animali trattati.

Indice terapeutico-oisoeso

Ci da informazioni circa la maneggevolezza del
farmaco/tossico

O

s
holisticomente

fiGennaioDetox
“Nulla é di per sé veleno,

tutto e di per sé veleno,

([P
¢ la dose che fa il veleno™ |

- Paracelso -
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Relazione dose-tisposta

E essenziale che esista un bersaglio con
cui l'agente tossico possa interagire
perche la risposta tossica avvenga.
L'effetto tossico e strettamente correlato
sia qualitativamente che
quantitativamente alla dose interna
(mg/kg p.c. dell'agente tossico e/o dei
suoi metaboliti che raggiungono il
bersaglio).

La concentrazione al bersaglio dell'agente
tossico e/o dei suoi metaboliti (dose
interna) e strettamente correlata alla
dose esterna (mg/kg p.c. dell’agente
tossico a cui l'organismo € esposto).

E fficacia
massima

Risposta misurata

Potenza

Dose (scalalog 1)

Un modo piu conveniente di esprimere la relazione dose-
effetto e quello di mettere in grafico la dose (asse delle
ascisse) e la risposta misurata (asse delle ordinate). La
relazione dose-risposta, in questo caso, non prende in
considerazione il fattore tempo.



» Se la risposta misurata e del tipo «tutto o

»

Tipologie di curve dose-tisposta

CURVE DOSE|- EFFETTO
nulla» si esprime con una curva dose- GRADUALE

risposta di tipo quantale. In questi casi si
misura la frequenza di risposta a diverse

dosi, cioe la percentuale di soggetti in cui
compare la risposta.

Se la risposta misurata e invece un
parametro continuo, sulla curva dose-

Intensita dell’effetto

% individui che
rispondono

risposta si puo esprimere |'intensita della ?
. . . oo d logD 7 ~_ logD
risposta in funzione della dose con una Dose che da 50% di Emax Dose efficace nel 50% degli individl

curva di tipo graduale. l

A livello di individuo A livello di popolazione



Classificazione delle sostanze tossiche

Supertossica < 5mg/kg
5 Altamente tossica 5-50 mg/kg
4 Molto tossica 50-500 mg/kg
3 Moderatamente tossica 0,5-5 g/kg
2 Leggermente tossica 5-15 g/kg
1 Atossica > 15 g/kg

Le dosi sono estrapolate da osservazioni cliniche e dai valori delle DL5o ottenute in varie
specie animali
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Tossicocinetica e Tossicodinamica

Per Tossicocinetica si intende le

variazioni delle concentrazioni tissutali _—

nel tempo della sostanza (tossico).
Queste variazioni sono il risultato dei
processi di assorbimento,
distribuzione, metabolizzazione ed
eliminazione della sostanza
dall'organismo (ADME).

Per Tossicodinamica si intendono le
modifiche di tipo biochimico che la
sostanza tossica determina
nell'organismo.

Adverse Qutcome Pathway

A
—
Teodcant Toxicant : }
concentration f—H-+{ interaction |- rg::::lasre - 'reo'%?nge = 0’“"::2 -
at target with target 2pe e
Toxicokinetics Toxicodynamics
{incl PBPK)
Damage accrual,
Uptake, Damage recovery,
Biotransformation, Energy allocation,
Distribution, Thresholds,
Elimingtion Links to effacts at next higher lavel
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Tossicocinetica

)

'

Descrive i processi di:
Assorbimento (A)
Distribuzione (D)

)

v

)

A\

» Metabolismo (M)
» Escrezione  (E)

delle sostanze potenzialmente
tossiche.

External
concentration

Toxicokinetics

Internal

.................................

i | Toxicodynamics i

A 4

Damage —l

concentration

Accumulation
Uptake
Distribution
Biotransformation
Elimination

=>» Survival

Toxicity

Binding to toxic action sites
Interaction

Induction of toxic effects

11



Assorbimento (A)

» Indica il passaggio delle sostanze
attraverso le membrane cellulari.

» Rappresenta il movimento cinetico delle
molecole di una sostanza dal sito di
somministrazione o di contatto al sito di
azione.

» Assorbimento esterno: e il movimento
delle molecole dal sito di contatto al
sangue.

» Assorbimento interno: e il movimento
delle molecole dal sangue alla biofase

Proteina
periferica

Fosfolipide:

Catene di acidi grassi
(coda idrofoba)

Gruppo fosfato
(testa idrofila)

Proteine
integrali

Doppio strato

di fosfolipidi

Colesterolo

12



Fattori che influenzano PAssorbimento

» Fattori dipendenti dal farmaco:

1. Dimensioni e forma molecolare
2. Solubilita

3. Gradodiionizzazione

A

Solubilita della forma ionizzata

= Fattori dipendenti dalle membrane:

1. Composizione

2. Spessore.

‘TRASPORTO DI MEMBRANA I

S

Trasporto passivo Trasporto vescicolare
Primario Secondario
(pompe) [cotrasportatori)
lefu.slone D'f,ﬂ,‘sw"e Uniporto, Simporto, Antiporto Endocitosi, Esocitosi
semplice facilitata

13



Fattori che influenzano PAssorbimento

» Fattori dipendenti dal farmaco:
1. Dimensioni e forma molecolare
2. Solubilita

3. Gradodiionizzazione

.

Solubilita della forma ionizzata

= Fattori dipendenti dalle membrane:

1. Composizione

2. Spessore.

| TRASPORTO DI MEMBRANA |

S

Trasporto passivo Trasporto vescicolare

(pompe) cotrasportatori)

7 AN

Primario Secondario I ‘

Diffusione | | Diffusione

3 T Uniporto, Simporto, Antiporto Endocitosi, Esocitosi
semplice facilitata

J SOSTANZE INSOLUBILI fagocitosi-pinocitosi

0 SOSTANZE IDROSOLUBILI NON IONIZZABILI < 4 A filtrazione

 SOSTANZE IDROSOLUBILINON IONIZZABILI > 4Atrasporto
specializzato

0 SOSTANZE IDROSOLUBILIIONIZZATE a pH organici
trasporto specializzato

) SOSTANZE LIPOSOLUBILIELETTROLITI DEBOLI diffusione

J SOSTANZE LIPOSULUBILIAPOLARI diffusione

14



Assorbimento: Legge di Fick

v Per le sostanze che non siano elettroliti deboli vale la LEGGE DI FICK:

Flusso molare= (C1-C2) x D x A
d

= Flusso molare: velocita del passaggio dal compartimento 1 al compartimento 2
= C1e C2: concentrazione della sostanza nei due compartimenti

= D: coefficiente di diffusione

= A: area della membrana

= d: spessore delle membrane da attraversare

15
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Assorbimento: Equazione di Henderson-Hasselback

Per gli elettroliti deboli (acidi e basi) vale
L'EQUAZIONE DI HENDERSON-HASSELBACK:

| farmaci sono acidi deboli o basi deboli. Un acido
debole o una base debole si trova in equilibrio con la
sua forma indissociata e la sua forma dissociata:

HA «— H*+ A

La forma AH, quindi la forma indissociata, & apolare ed
e quindi favorevole all'assorbimento perché € molto
lipofila. La forma dissociata e quella meno lipofila,
quindi l'assorbimento sara piu difficile. Se prevale la
forma indissociata sara quindi favorito il passaggio
della membrana attraverso diffusione passiva.

La costante di dissociazione (Ka) e
11 rapporto tra la forma dissociata e
quella i1ndissociata. Quindili se 1l
valore della Ka € minore, la forma
indissociata prevale. Questa regola
vale sia per un acido debole che per
una base debole.

Ka = [H+] [A-] / [AH]

v" L'equazione di Henderson-Hasselbach mette in
relazione con un rapporto la forma protonata con
la forma non protonata di un acido o di una base
debole alla pKa della molecola.

v" Ricordiamo che la pKa della molecola corrisponde
al valore di pH a cui il farmaco si trova al 50% in
forma dissociata ed in forma indissociata.

v" Quindi possiamo dire che nell'equazione di
Henderson-Hasselbach c'é una correlazione tra pH
dell'ambiente, pKa e forma protonata e non
protonata.

v" Log [A-]/[AH] = pH-pKa ovvero

v’ [A-]/[AH] = 10 (PH-PKa)

v Esempio:

pH ambiente gastrico=1,4

pH plasma=7,4

pka sostanza= 3,4 (acido debole)

[A-1/[AH] = 10 &434= 102 prevale la forma indissociata @
[A-1/[AH] = 10 7:434)= 10% prevale la forma dissocciata@ y I




Assorbimento: Vie di Somministrazione

. ORALE

l. SUBLINGUALE =S

Il RETTALE \_~" ) intravenous

V. PARENTERALE: ENDOVENOSA,
SOTTOCUTANEA, ==
INTRADERMICA, OV
INTRAMUSCOLARE, INTRA- ocalstiect, )Ff“l
ARTERIOSA, INTRATECALE, =P
INTRAPERITONEALE anid n

V. POLMONARE targeted \.inhalation

VI. TOPICA (mucose e cute)

first pass

portal
metabolism

oral circulation

‘ ré@:ta_l
Routes of @ rapid
Drug Delivery ‘

3/ —
TE 509 first-pass

subl;ingua| no first-pass

intrathecal
CSF

|

sustained effect
transdermal e ———

17



Assorbimento: Vie di Somministrazione Parenterali

|. Daun punto di vista pratico I'assorbimento delle sostanze e

collegato alla via di somministrazione delle stesse.

ENDOVENA

INTRAMUSCOLO

SOTTOCUTANEA

*100% assorbimento

seffetti immediati

*assorbimento rapido per le
soluzioni acquose
slento e prolungato per le

preparazioni a lento rilascio

*assorbimento rapido per le
soluzioni acquose

*lento e prolungato per

le preparazioni a lento rilascio

eutilizzata in emergenza

*possono  essere  iniettati

grossi volumi
*si possono somministrare

sostanze irritanti diluite (KClI)

*si possono utilizzare volumi
moderati
*si utilizza per somministrare

sostanze oleose

¢ utilizzata per soluzioni
insolubili e per I’impianto di
pellet solidi

saumentato rischio di effetti
collaterali

s’infusione deve essere
lenta

*non utilizzabile per
sostanze oleose o insolubili

*non utilizzabile se il pz. e
in terapia con anticoagulanti

*dolore o necrosi (rara)
utilizzando sostanze irritanti

enon utilizzabile per grossi
volumi

*dolore o necrosi (rara)
utilizzando sostanze irritanti

18



I Assorbimento: Vie di Somministrazione Enterali

SUBLINGUALE

Da un punto di vista pratico I'assorbimento delle
sostanze e collegato alla via di somministrazione

delle stesse.

* assorbimento variabile, che
dipende da molti fattori

*gli effetti compaiono dopo
almeno 45-60 minuti

sassorbimento variabile e
incompleto

*assorbimento rapido

*|’effetto compare dopo pochi
minuti

*¢ la via piu economica
e piu sicura

*possibilita di utilizzo di

sha una latenza d’azione
minore rispetto alla via per os

utilizzata in emergenza

sevita D'effetto di primo
passaggio

*il pz deve essere sveglio e
collaborante

|’assorbimento incompleto
pud0 non permettere il
raggiungimento della
concentrazione minima
efficace

effetto di primo passaggio

eparziale effetto di primo
passaggio

= corretta assunzione del
farmaco

«aumentato rischio di effetti
collaterali

19
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Distribuzione (D)

La distribuzione e quel processo che
permette alla sostanza una volta
assorbita di raggiungere i vari distretti
dell'organismo in concentrazioni e in
tempi diversi.

E’' un processo di ripartizione tra tre fasi
liquide:

Plasma
Fluidi extracellulari
Fluidi intracellulari

Fattori che influenzano la distribuzione:

» Peso molecolare

» Caratteristiche fisico-chimiche del
farmaco

)

v

Fissazione proteica della molecola

)

A\

Irrorazione degli organi

» Presenza di barriere

v

)

v

Affinita specifica con i tessuti
» Condizione del soggetto

20



Distribuzione: Perfusione tissutale

» Alta:

Sostanze altamente liposolubili sono
presenti in concentrazioni
maggiori in tessuti meno irrorati ma
con maggiore capacita ritentiva:

» Media:

"= o < e Cheratina: (griseofulvina, arsenico)
 Fegato: (metalli pesanti, vit. B )

* Rene: (metalli pesanti, aminoglicosidi)
e Adipe: (steroidi, pesticidi)

e Tessuto osseo: (bifosfonati, piombo, stronzio)
21




Distribuzione: Legame alle proteine

» Il farmaco legato alle proteine non attraversa la
membrana

» C'e un equilibrio continuo tra la parte libera e
quella legata

» Albumina: Composti debolmente acidi
» Globuline: Composti debolmente basici

» Transcortina: ad es. corticosteroidi, tiroxina, vit.
Bi2

» Lipoproteine: ad es. steroidi, vit. Ae D,
ciclosporina, chinidina, alcuni pesticidi

100 i

TRACCIATO

Albumina

beta
alflaz 1-2

SCANSIONE

11

22



Distribuzione: Condizioni del soggetto e Barriere

Neonato
Bambino
Adolescente
Adulto
Anziano

Anziano-anziano

JOgni modifica delle proteine plasmatiche
influisce sulla quota di farmaco libera

dBarriera ematoencefalica
dBarriera ematotesticolare

(A Barriera placentare

23



Metabolismo (M) e Degradazione

» Per metabolismo intendiamo le
trasformazioni (chimiche) a cui va incontro
lo xenobiota, una volta assorbito, ad opera
di enzimi appartenenti al corredo genico
dell'organismo.

» La degradazione (0 metabolismo
presistemico) e invece una trasformazione
chimica operata e da enzimi non
appartenenti al corredo genico
dell'organismo oppure operata da agenti
chimico-fisici.

METARBOLISMO
Reazioni Reazioni
di fase 1 di fase 11

. Farmaco |

( Farmaco |

( Profarmaco —<

nattivi o tessici

Metaboliti attivi,

inattivi o tossici

Metaboliti attivi

Metaboliti attivi

P Coniugazione

_ Metaboliti attivi, i“’="*—=§"‘Coniugazione e

( Farmaco "B<

) CONIUGAZION €

Metaboliti inattivi

'ELIMINAZIONE

24
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I Metabolismo: Perché?

Le caratteristiche lipofile, che promuovono il passaggio di queste sostanze attraverso le membrane
biologiche e il conseguente accesso ai siti d'azione, ostacolano la loro eliminazione dall’'organismo.

La biotrasformazione degli xenobiotici ha un‘importanza fondamentale per la cessazione della loro attivita
biologica e per I'eliminazione dall’'organismo.

Il metabolismo fa si che i prodotti del metabolismo (metaboliti) siano idrosolubili (eliminabili con I'urina).

Gli enzimi metabolizzanti sono in genere poco specifici, metabolizzano cioe molti substrati diversi (ma con
un dominio strutturale comune).

Alcuni enzimi sono deputati solo al metabolismo dei xenobiotici, altri sono coinvolti anche nella sintesi o
metabolismo di composti endogeni.

L'organo piu ricco di enzimi metabolizzanti e il fegato. Altri organi o tessuti con significativa capacita
metabolica sono i polmoni, i reni, il sangue.

Alcuni tessuti hanno un’elevata concentrazione di enzimi metabolizzanti (mucosa nasale, cristallino), mail
loro contributo al metabolismo sistemico e pressoche nullo dato il loro piccolo volume.

25



Metabolismo: Reazioni di Fase I e 11

» Le reazioni di metabolizzazione che S
avvengono a livello epatico vengono | microtubulos

comunemente divise in: @
/‘fv

nuclear pore

chromatin
nuclear envelope nucleus
nucleolus

centriole .
Golgi complex

» Reazioni di Fase | o di
funzionalizzazione e si verificano ad
opera di enzimi localizzati
principalmente nel reticolo Fase 11
endoplasmatico rugoso (microsomi)

lysosome

vesicle 7

» Reazioni di Fase Il o di coniugazione
avvengono ad opera di enzimi
localizzati principalmente nei
citoplasma

smooth
endoplasmic
reticulum

rough
endoplasmic ;
reticulum ribosomes

Fase |
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Metabolismo: Reazioni di Fase 1

Sono le reazioni di:
Idrolisi
Riduzione

Ossidazione.
Portano in genere all'introduzione o smascheramento di un gruppo nucleofilo (-OH, -NH2, -SH, -COOH).

Cio causa solo un modesto aumento dell’idrofilia. Tuttavia, il gruppo funzionale nucleofilo fornisce un
punto di attacco per le reazioni di fase Il.

Gli enzimi della fase | producono una biotrasformazione, alterando la fisionomia chimico-fisica del
composto attraverso I'aggiunta o l'eliminazione di gruppi funzionali (funzionalizzazione), in modo che il
metabolita sia piu’ idoneo a reagire con gli enzimi di coniugazione della fase Il

Le reazioni di fase | determinano in genere perdita dell’attivita tossicologica (modificazione della struttura
chimica e della capacita di interagire con il recettore).

27



Metabolismo: Reazioni di Fase I, non solo metabolismo

» In alcuni casi, tuttavia, i prodotti delle reazioni di fase | sono biologicamente attivi.

)

v

| pro-farmaci ad esempio sono attivati dalle reazioni di fase I.

)

A\

Nelle reazioni di fase |, soprattutto le reazioni di ossidazione, si possono formare
metaboliti tossici.

Infatti molti xenobiotici (dotati o meno di attivita propria) sono trasformati in composti
potenzialmente tossici dal metabolismo, si parla allora di bioattivazione (benzene, IPA,
idrocarburi alogenati, aflatossine).

)

A\

» | metaboliti tossici possono essere ulteriormente metabolizzati, con formazione di
composti non tossici (detossificazione).

28
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Metabolismo: Enzimi Reazioni di Fase I

SISTEMA CITOCROMO P450
MONOOSSIGENASI

E’ costituito da proteine di membrana, contenenti
un gruppo eme, localizzate nel reticolo
endoplasmatico, prevalentemente a livello
epatico. Producono una caratteristica banda di
assorbimento spettrofotometrico a 450 nM.

Da un punto di vista enzimatico puo essere
considerata come una ossidasi a funzione mista
che catalizza diversi tipi di reazione: idrossilazione
alifatica o aromatica; de-alchilazione di un
eterodimero; ossigenazione di un eterodimero;
trasferimento di un gruppo ossidativo.

Tipi di reazioni

Enzima

Fase |
Ossidazione

Riduzione

Idrolisi

Citocromo P4to

Alcol deidrogenasi
Aldeide deidrogenasi
Monossigenasi flaviniche
Monoaminossidasi

Chinone reduttasi (DT diaforasi)
Citocromo P45o0 reduttasi

Epossido idrolasi

29



Metabolismo: Nomenclatura CYP 450

» Sono descritte 74 famiglie di CYP450, 14

»

»

)

v

»

)

v

sono presenti nei mammiferi e 3 sono
quelle principalmente coinvolte nel
metabolismo degli xenobiotici (CYPz,
CYP2 e CYP3.

Esempio nomenclatura CYP2D6
CYP = citocromo P45o

2 = famiglia

D = sub-famiglia

6 = specifico isoenzima (specifico gene)

Absorbance

| | |
420 440 460 480
(nm)

Il CYP450 assorbe a 450 nm quando il Ferro e nello stato
ridotto (Fe2+) e legato al CO (monossido di carbonio)

30



I Metabolismo: Reazioni di Fase 11

»

»

»

»

»

»

»

»

Gli enzimi della fase Il catalizzano reazioni
biosintetiche che richiedono energia per essere
espletate e sono situati nel citoplasma.

Tipi di reazioni | Enzima

Queste reazioni convertono sostanze esogene o
endogene in composti di PM piu elevato, provvisti
di gruppi idrofili e piu facilmente eliminabili con le
urine, la bile ed altri meccanismi.

Fase |l UDP glucuronil transferasi
Coniugazione Solfotransferasi

N-acetil transferasi
Metiltransferasi

Composti endogeni usati per le reazioni di Coniugazione con amminoacidi
coniugazione sono: Glutatione transferasi

1) I'acido glucuronico

2) i solfati

3) gli aminoacidi

4) i gruppi acetil Il glutatione ridotto (GSH) ha un ruolo di primaria importanza

5) il glutatione me—) nella detossificazione ed & composto da 3 a.a.: acido
P
glutammico, cisteina e glicina

31



I Metabolismo: Reazioni di Fase II-GSH  :...cciomo ) Gl

»

»

»

INTOSSICAZIONE DA PARACETAMOLO

Meccanismo di tossicita

Dosaggi elevati portano ad una deplezione delle riserve

di GSH e ad una saturazione dei meccanismi di
glucoronidazione e solfatazione

Il metabolita reattivo si lega covalentemente alle

macromolecole cellulari portando a necrosi epatica e
danni agli eritrociti (stress ossidativo con formazione di

corpi di Heinz e MetHb)
Terapia

Carbone attivo

ANTIDOTO N-acetilcisteina (riduce il danno epatico):
150 mg/kg IV sequito da 5o mg/kg x OS ogni 8 h per

almeno due giorni)

Ossigenoterapia e Fluidoterapia

Acido ascorbico 20 mg/kg per OS (per ridurre MetHb)

Metabolism : mEaAL ras ne
A hepatic proten
W oH
o
-
o ,
il O
HNT TCH, -
N O
E metabolan
OH GO mcretad in
~ f"' ~:::v;;:?—- rime
Oral . De-Acase RS-SR
Extracellular a :
Cys-Cys GSH
# » 2RS-Cys p
—— Do-Acase ‘ —
Intracellul g™ '
ntraceluiar CV. . . Cys-Cvs
' Glu
‘ e Thiolation |
IDotoxmcation | Gly A
| @5 / Lyr_vcmon
' . GST l .
; vite 3 ‘ H} =
o VB Yoxidised) O | & ROOH
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I Metabolismo: Induzione enzimatica

- Numerosi agenti (farmaci, xenobiotici, ecc..) Enzima |Substrati Induttori
possono indurre l'aumento della sintesi degli wiilan (aracetnle
. . . . - s Carmne alla brace
enzimi metabolizzanti, sia di Fase | che di I{zﬁggg;” Eirne o Sigaretis
Fase |l. VWarfarin
.. . .- .. CYP2C9 |Diclofenac
- Gliinduttori possono essere classificatiin Fenitoina
: - ; ; e Piroxicam Rifampicina
reIaZ|one.aIIo spettro di induzione in selle_tt|V| e
e ad ampio spettro; vengono classificatiin Tolbutamide
; ; ; ; - CYP2C19 Diazepam
relazmne aII.a tlpqloglz_a d! enzimi _chg e
inducono (bifunzionali, sia enzimi di Fase | Omeprazolo Rifampicina
. . . Pentamidina
che di Fase Il o monofunzionali). Bropranivlolo
- .. . CYP2D6 |Debrisochina
- Possono anche essere classificati in relazione Desipramina
i i i i . Encainide MNon conosciuti
alla tipologia di sostanza inducente: i
.- . T Nortriptilina
1. Induttori diossina-simili Idrocarburi policiclici aromatici (IPA) CYP3A4 |Amiodarone
. . T Pesticidi al i (DDT Lovastatina .
2. Induttori fenobarbitale-simili esticidialogenati (DDT) Nifedipina Sarangpiria
Policlorobifenili (PCB) Tamoxife.ne
Induttori rifampicina-simili Polibromobifenili (PBB) Terfenadina

4. Induttori etanolo-simili Diossine clorurate (TCDD)



I Metabolismo: Induzione enzimatica mediata da AhR

/‘ “ARNT)
2 |G

0 4 Q\Iucleus

e p-Sac
N~
(o, €T
HSP90 XAP‘)-Z - / _va ; \—\{/
Sac —
@ ( l (ARNT) \
W e =

CYP1A1
/ L XRE

~

— CYP1A11

|
ROS production

/

Dioxins
&Zytoplasm

|

Dioxin toxicity

N\

Ay,

\

MITOCHONDRIAL
DYSFUNCTION

/N

IMPAIRMENT
@ > CELL DEATH OF INSULIN
SECRETION

» | recettori AhR sono recettori intracitoplasmatici legati ad alcune proteine (HSP-g0, XAP-2,p23, Sac). Una volta
legati ai composti tossici, questo recettore si stacca dal complesso proteico e trasloca nel nucleo dove si lega al

trasportatore nucleare ARNT. Il complesso AhR-ARNT si lega ad alcuni elementi di trascrizione codificanti la
sintesi dei CYP (CYP1). L'incremento della sintesi dei CYP si traduce in diverso effetti tossici a livello cellulare.
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I Metabolismo: Induzione enzimatica, effetti

Interazioni tra farmaci a livello degli isoenzimi del CYP 450.

H H I; H H H Isoenzima Sostanza che Farmaco che subisce Conseguenze cliniche
» G | I effett I d e I | In d uzione enzim at ICa determina alterazione alterazione
p 0SssS0ONoO essere mo |te p I | C | . CYP1A2 Fluvoxamina Teofillina Tachicardia, palpitazioni, aritmie, anoressia,
vomito, nausea, diarrea, disidratazione,
o . albuminuria, febbre, insonnia, irritabilita,
1. Aumento della velocita di delirio, convulsioni
m eta bo I izzaZione d | a |t|"| fa rma C| CYP2C9 Fluconazolo Warfarin, Fenitoina Marcato aumento del tempo di protrombina
.. t t (emorragie) e tossicita da fenitoina
somministrati ) i CYP2E1 Alcol Acetaminofene (Paracetamolo)  Epatotossicita I
contem po raneéame nte, Sl h al nfa tti CYP2ZDO6 Fluoxetina Propranololo Vertigini, perdita di coscienza, alterazioni
: : : Jettrocardiografiche
una diminuzione delle i deais
t . . I t h d . CYP3A4 Fluoxetina Calcio-antagonisti Nausea, vampate, edema, mal di testa
concentrazioni p asmatiche medie Eritromicina, Ketoconazolo Terfenadina Aritmie, torsades de pointes, allungamento
con d imin uz | one d e I I’efﬂ cac | ae dellintervallo QT, arresto cardiaco
. . .. . Eritromicina Carbamazepina Nistagmo, atassia, innalzamento della
rischio di insuccesso terapeutico. vasopressina (con conseguente ritenzione

idrica), necrosi renale acuta, blocco
atrioventricolare (con arresto cardiaco)

2. Attivazione dei composti a n, i A e
.. .. . Fluconazolo Cisapride Torsades de pointes, prolungamento
metaboliti tossici che agiscono con dellintervallo QT

Fenobarbital, Rifampicina Warfarin, Ciclosporina Ridotto effetto dell’anticoagulante, della

Mmeccan | SMOo Non s p ecC |f| CO. Contraccettivi orali . ciclosporina e dei contraccettivi



»

»

»

Gli inibitori enzimatici agiscono diminuendo la
trasformazione metabolica di altri xenobiotici da
parte dell’enzima inibito, senza modificare la
sintesi proteica.

Gli inibitori possono agire attraverso un
meccanismo di competizione tra substrati che
avviene quando due o piUu xenobiotici presenti
simultaneamente nell’'organismo, necessitano di
essere biotrasformati dallo stesso enzima (Pre-
metabolizzazione

Essi possono anche agire come inibitori suicidi,
dove una volta metabolizzato la molecola forma
deli addotti stabili con I'enzima stesso (Post-
metabolizzazione)

I Metabolismo: Inibizione enzimatica

[ =
Enzima

‘Substrati

Inibitori

CYPIAZ

Paracetamolo
Estradiolo
Teofillina
Verapamil
YWarfarin

Furafillina

CYP2C9

Diclofenac

Fenitoina

Piroxicam
Tetraidrocannabinolo
Tolbutamide

Sulfafenazolo
Sulfinpirazone

CYP2C19

Diazepam
Esobarbital
Omeprazolo
Pentamidina
Propranololo

Tranilcipromina

CYP2D6

Debrisochina
Desipramina
Encainide
Mexiletina
MNortriptilina

Chinidina
Fluoxetina

CYP3A4

Amiodarone
Lovastatina
Nifedipina
Tamoxifene
Terfenadina

Ketoconazolo
Troleandomicina
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»

»

»

»

Eliminazione (E)

Le vie di eliminazione delle sostanze tossiche
sono principalmente rappresentate da quella
urinaria e quella epatica sequite da quella
polmonare.

In termini generali le sostanze idrosolubili e
ionizzati vengono escrete per via renale.

La via polmonare elimina sostanze volatili.

Gli xenobiotici e i metaboliti liposolubili e non
ionizzati vengono escreti con la bile, la saliva, il
succo pancreatico ed intestinale per venir poi
eliminati attraverso le feci.

Principali

Secondarie —

Renale
Epatica (bile)

—

——

Polmonare
Intestinale
Cutanea
Salivare
Lacrimale

Mammaria
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| Eliminazione (E): Via Renale, il NEFRONE

Tubulo contorto distale

CLEARANCE (ml/min) = UxV | “ | ;
P o 407 \\\"— Dotto collettore corticale
U = Concentrazione della e (Lo « Tubulo contorto
sostanza nell’'urina Rl "; ‘! prossimale
V =Volume urina in 1 min. Capsula glomerulare o di -e |
P = Concentrazione della Bowman P
sostanza nel plasma .i' Cortex
1] A Medulla
La clearance renale rappresenta la Ansa - discendente o d : i
PP Henle (segmento sottile) f Ansa - ascendente 0 - di

quantita di plasma che in un minuto Henle (segmento sottile e

. J
viene depurata da una sostanza - Spesso)
Dotto collettore midollare
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| Eliminazione (E): Via Renale

»

»

»

»

Le sostanze liposolubili tendono ad essere
escreti a concentrazioni simili a quelle

presenti nel plasma. La loro concentrazione
dipende soprattutto dal volume delle urine.

Le sostanze polari tendono ad essere
escrete nelle urine a concentrazioni superiori
a quelle presenti nel plasma, quindi la loro
escrezione dipende piu dal volume del filtrato
glomerulare che dal volume delle urine.

| composti coniugati si comportano in
maniera simile alle sostanze polari, ma
possono essere escreti in misura maggiore
perché soggetti a meccanismi di secrezione
attiva.

| composti che si ionizzano facilmente, cioe

acidi e basi, vengono escreti in maniera pH
dipendente.

Corpuscolo renale Tubulo renale e dotto collettore

| I |

Arteriola

Capsula >
afferente P

glomerulare

FluidoThiltrato glomerulare
nel tubulo renale

Filtrazione dal plasma o
sanguigno al nefrone

Urina
{contiene
sostanze
ecrete)

o Secrezione tubulare
dal sangue al fluido

o Riassorbimento
tubulare dal fluigo
al sangue

Arteriola
efferente

Sangue
(contiene
sostanze
riassorbite)

Capillari peritubulari
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| Eliminazione (E): Via Biliare

»

»

»

»

Molti xenobiotici si ritrovano in elevate quantita
nelle feci, a sequito di eliminazione per via biliare e
via gastrointestinale, dove la prima ha un ruolo
primario e quella gastrointestinale secondario.

| composti con alto peso molecolare e polari che
non vengono eliminati per via renale, vengono
escreti per via biliare.

L'eliminazione per via biliare & generalmente la
tipologia di escrezione piu lenta, unitamente al
fatto che il processo puo essere ulteriormente
rallentato o ostacolato da ricircolo entero-epatico.

In funzione della loro capacita escretiva gli animali
vengono suddivisi in: escretori efficienti (ratto,
cane e pollo); escretori moderatamente efficienti
(gatto e ovino) e scarsamente efficienti (cavia,
coniglio, scimmia e uomo)

Tossicita da rame nelle pecore. Eliminazione per via biliare:

1. Funzionalita epatica
2. Alimentazione (presenza di molibdeno)
3. Specie (nella pecora l'eliminazione e molto lenta)
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»

»

Tossicodinamica

La tossicodinamica studia i meccanismi con
cui i tossici interagiscono con l'organismo.

Tuttavia mentre molti farmaci agiscono con
un meccanismo specifico e reversibile, molto
tossici agiscono con meccanismi multipli,
poco specifici e spesso irreversibili.

Possiamo suddividere i meccanismi d’azione
dei tossiciin:

. MECCANISMI D’'AZIONE SPECIFICIO

RECETTORIALI

. MECCANISMI D’'AZIONE ASPECIFICI O

NON RECETTORIALI

External exposure

v Compound atthe v Adverse or
target site ? toxic effects

Absorption
Distribution
Metabolism
Excretion

Protein binding
Cellular changes
etc.

41



I Tossicodinamica: Meccanismi Recettoriali

»

»

La risposta recettoriale prevede l'interazione
della sostanza con il recettore e tutti quei
meccanismi che portano alle manifestazione
degli effetti.

Meccanismo specifico: interazione selettiva
con macromolecole (quasi sempre proteine)
che hanno uno specifico ruolo fisiologico.
L'interazione avviene in uno specifico sito di
legame.

Sui recettori si possono allocare piu siti di
legame .

Macromolecole bersaglio:

1.

N

Cop W

Recettori di sostanze endogene
Canali ionici

Enzimi

Trasportatori

Proteine strutturali

1. Canali ionici attivati 2. Recettori accoppiati 3. Recettori
da ligandi a proteina G accoppiati
(recettori ionotropici) (recettori metabotropici) a chinasi
loni loni
D1 1L, D 3
R ' i} “ R E _ RIE =
:J d:J<—@<—‘ - —»@—o Sl
] | @oe ®oE
Y Y
| lanzzazione
perpo 5 ||M°diﬁc;| Secondo messaggero Fostonlazions
depolarizzazione dell'eccitabilita di p,iteine
v Y ’ Trascrizione genica
Rilascio Fosforilazione Altri *
di calcio di proteine s :
l l l Sintesi proteica
Effetti cellulari Effetti cellulan Effetti cellulari
Scala temporale
Millisecondi Secondi Ore
Esempi
Recettore Recettore Recettore
nicotinico di ACh muscarinico di ACh delle citochine

 Trascrizione

4. Recettori nucleari

)»}

genica

Sintesi proteica

v

Effetti cellulan

Ore

Recettore
degli estrogeni

Il concetto di recettore in Tossicologia non e limitato a quei

complessi macromolecolari che mediano gl

effetti

ad es.

neurotrasmettitori, ormoni e fattori trofici, ma e esteso ad ogni
struttura molecolare capace di legare il tossico e che, da questo suo
legame, subisca un‘alterazione della sua normale funzione.
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I ‘Tossicodinamica: Meccanismi Recettoriali, esempi

» La nicotina é un alcaloide i cui effetti tossici
(tachicardia, ipertensione, convulsioni) sono
dovuti all’attivazione del recettore nicotinico
(ACHR) neuronale ed alle conseguenti
depolarizzazioni e risposte eccitatorie.

» La sindrome nicotinica del tabagismo acuto e
un'intossicazione che si verifica attraverso un
meccanismo recettoriale

Membrana Interno

plasmatica

7 ?
Subunita atfa o
con struttura K*
peptidica

»

»

Gli insetticidi organofosforici riconoscono nel
sito esterasico della proteina enzima
acetilcolinaesterasi, il recettore per l'effetto
tossicologico

L'eccessivo accumulo di Ach a livello sinaptico e
causa di una grave intossicazione caratterizzata
da una profonda distorsione della funzione
S.N.C. e periferico.

Acelyicholine Ho-ﬁ-
CH Cll-is CH o) Acefic Acid
+N-CH, CH;O—%—CHa > +
Electrostafic :ar'raL chion 0 CH CH3 CH
ﬁ%@/ & ::rli)ne | N Choline
"Esteric Site” CH2 CHZOH
Acetylcholinesterase
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»

»

»

»

I Tossicodinamica: Meccanismi Non Recettoriali

vy
v 40Oxygen

§VV
v

La risposta non recettoriale (di tipo aspecifico)
si ha quando gli effetti sono da ascriversi a

. T . . .. Plasma membrane Oxidative
meccanismi diversi da quelli recettoriali. P stress
Questi sono meccanismi non mediati da [ > ) ]
interazioni selettive con macromolecole, ad - b 4
esem p | O: Mitochondrion

Protein oxidation

Alterazioni delle proprieta chimico-fisiche dei
fluidi biologici

Alterazione chimica non specifica

Membrane damage

Toxins

Y

NA damage

Nucleus

Smoking’ X

2,

—
—

>

UVlight / |

—

—

g

) \

Functional
decline

Ageing and
chronic
degenerative
diseases

| radicali liberi sono un esempio di sostanze tossiche che agiscono con meccanismo non recettoriale.

Sono molecole estremamente reattive per la presenza di un elettrone spaiato nell'orbitale esterno.

Sono responsabili della lipoperossidazione e di alterazioni aspecifiche della permeabilita delle

membrane cellulari; possono reagire con le proteine denaturandole ed anche intercalarsi con gli acidi

nucleici.
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I Tossicodinamica: Meccanismi «mistb»

1 18
1 2
H He
Neos. 2 = 13 14 15 16 17 by
3 f Heavy metals s 6 7 8 9 10
1 ? : 1 ' Li Be ' B C N (4] F Ne
» | metalli «pesanti» riconoscono i gruppi | & | 2 el 2 | | | | B
sulfidrilici delle proteine come recettori | & | 2 AP
' N . odexn g " '):--: “uk::‘ o -:da:s el‘h‘a; ’;e:'
responsabili della loro azione tossica. S | sey | o2 A & & T 2 __ 8 _ 0 &0 __I1 |GG s nes | 3
19 20 21 2 23 24 28 26 27 28 29 30 31 32 33 i 35 36
K Ca Sc T v Cr Mn Fe Co. Ni Cu Zn Ga Ge As Se Br Kr
» I meta”l rlconoscono anche Un 300983 m m 7:"»'? m m m ss':u sal':: sa-o)l cm d.:ho ®m '?';: 7:;2-;‘ 1‘-: 3’3‘9’5 m
. ] RN 37 38 39 40 Al 42 a3 4 45 6 a7 48 9 s0 st 52 $3 54
meccanismo di tossicita non R | S [ A e R e S I A N Rl N R R e e R L | X
554678 e 259059 e 925004 2396 (99) 10107 102506 10642 107868 12411 1145318 uLNe 121760 1260 126,04 131295
1 1 . 55 5 7 n 7 78 76 7] 7 79 30 8 82 83 84 :
recettoriale che riguardano: 121 R e = |
conran Samim Sensam Yot b magen Arwie e L e . nescury e Seud Mty pelonasn wtatie radog
, . . - 102 905 27027 174968 17848 180840 18384 186207 19023 manr 195084 196967 20039 204 383 072 208 980 209 o 20
1) L'alterazione della fluidita delle AREREEREEEEEEEEAEEEEEREEEE
membrane CQ”Ulari o | a0 |l | e l'e am | o | s [ | S | G | e | e | e e | o
2) 2) La modificazione della struttura = e | B | e e e e | s | e e e
. o o Lanthanides La | Ce | Pr | Na | Pm | Sm | Eu | Gd | T | Dy | Ho | Er | Tm | Vb
degll aC|d| nUC|e|C| nisos | vane | Toss | Tre | "o | T | Diow | o | asen | W | vesw | wme | seon | Tas
89 % 91 922 03 ™ 95 96 97 98 9 100 101 102
Actinides Ac Th Pa U Np Pu Am Cm Bk cr Es Fm Md No
| e m e T | e | e | e | | B | T | T | |
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»

I Tossicodinamica

L'esposizione a dosi tossiche di una sostanza Q
chimica puo determinare alterazioni NS
omeostatiche locali o sistemiche. By

Le azioni tossiche locali si osservano nella zona

di contatto tra sostanza tossica e I'organismo

(cute, mucose, ecc) possono portare Dermal
infiammazione e/o necrosi locale. Ny

2) Le azioni tossiche sistemiche sono causate ‘*"»’

quando la sostanza viene assorbita, si ‘k
distribuisce nell'organismo e raggiunge coisenelic Aliaationd’
concentrazioni efficienti in alcuni tessuti, dove SR

sono presenti recettori specifici, manifestando @
effetti di tipo generale.

Eye Toxicity

ge

Respiratory
Toxicity

’

Hepatotoxicity

Neurotoxicity

¢l

Nephrotoxicity

9

Immunotoxicity
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Tossicodinamica: Fattori relativi all’individuo

» La risposta tossicologica puo essere influenzata
da molti fattori relativi all'individuo:

1) | fattori genetici

2) La specie

3) Il sesso

4) L'eta

5) Le condizioni patologiche

6) L'induzione/inibizione degli enzimi del CYP450
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I Tossicodinamica: Fattore tempo

» La risposta tossicologica fattori relativi al tempo di
contatto con la sostanza tossica.

» La durata del contatto con la sostanza tossica
permette la distinzione tra:

1) Intossicazione cronica: deriva da ripetute
esposizioni alla sostanza tossica per un periodo di
tempo piu 0 meno prolungato. Tale esposizione
comporta un accumulo nell'organismo della
sostanza quando la quantita assorbita supera la
capacita di detossificazione e di escrezione.

2) Intossicazione acuta: deriva dall’assorbimento
rapido di dosi elevate di una sostanza tossica. Si
puo avere una rapida evoluzione del quadro
clinico verso |'exitus o la guarigione.

0.35 T T

0.3

‘
e T R N L

0.25

0.2

Response

01

1 1 L

0 1 2 3 4 5 6
Dose (uM)

In genere l'effetto di una sostanza potenzialmente tossica e
proporzionale alla sua concentrazione nel sito o nei siti in cui
sono presenti “Recettori” (Biofase). Anche il tempo di
permanenza nella Biofase & correlabile all'effetto tossico.

Dato che la concentrazione in un organo & in genere
proporzionale alla concentrazione plasmatica, leffetto
tossico e proporzionale a quest’ultima (in genere misurabile).

0.05
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Grazie pet
Pattenzione!
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Referenze:

Casarett and Doull’s

Tossicologia: | fondamenti dell’azione
delle sostanze tossiche - Ed. EMSI, 2010
Principi di tossicologia pagine 5-17
Biocinetica dei composti tossici
pagine 57— 61 e 71— 96.
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