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Vecchie e nuove sfide

nella valutazione del rischio tossicologico

Analisi dei parametri fondamentali per la
valutazione del rischio: dose, effetto e so-
glia

La Scienza studia e cerca di interpretare i
fenomeni che avvengono in natura. Spesso
noi osserviamo il trascorrere degli avveni-
menti senza comprenderne a fondo le cau-
se che sottintendono tali eventi. Ad esem-
pio, ci siamo mai chiesti quali sia il moven-
te del fenomeno legato alla discesa di una
elevata temperatura corporea?

| fenomeni indotti dall'uomo o dalla natu-
ra possono essere di due tipi: fenomeni fi-
sici e fenomeni chimici (cause), che sono
alla base dei fenomeni biologici (effetti); in
questo lavoro vedremo quali collegamenti
esistono tra le diverse tipologie di fenome-
ni descritti e la necessita che i fenomeni
suddetti concorrano a sviluppare una cer-
ta energia (soglia) al fine di ottenere una
risposta biologica che puo risultare benefi-
ca, avversa o addirittura tossica.

Un fenomeno fisico avviene quando la ma-

Corrado L. Galli
Universita degli Studi di Milano, Past President SITOX

teria che forma un corpo, una molecola, un
farmaco o un composto tossico non si tra-
sforma ma cambia il suo stato di aggrega-
zione, la sua reattivita. Un fenomeno chi-
mico avviene quando la materia che forma
un corpo si trasforma, cioe cambia, espri-
mendo proprieta diverse.

Vi sono infine dei fenomeni che avvengo-
no solamente negli esseri viventi, vegetali
e animali; sono i fenomeni biologici (dalla
parola greca bios che significa vita), la na-
scita, la crescita, I'assimilazione degli ali-
menti, la sensibilita e la suscettibilita indi-
viduale, le patologie, sono tipici fenomeni
biologici.

| processi vitali sono regolati dagli stessi
principi generali che governano i fenomeni
fisici; infatti, la termodinamica, per esem-
pio, che non da informazioni sui meccani-
smi molecolari o sulla velocita con cui una
trasformazione avviene, studia le leggi con
cui i sistemi scambiano energia sotto for-
ma di calore o lavoro e come risulta essere
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parte integrante dei sistemi biologici. Ogni
volta che un sistema riceve o cede energia
in funzione di una causa naturale o provo-
cata (dose) e passa da uno stato di equili-
brio ad un altro per la tendenza delle mo-
lecole a raggiungere uno stato di maggior
dispersione dell’energia e non di minima
energia, € in grado di produrre un effetto
biologico. L' energia immagazzinata sotto
forma di energia interna pud essere suc-
cessivamente riutilizzata mediante intera-
zione, per esempio, con molecole bersa-
glio.

Perché si abbia una variazione dell’energia
interna (es. energia dovuta ai legami fra
nucleo e elettroni o fra atomi) di un siste-
ma, & necessario che questo non sia iso-
lato ma possa scambiare energia con l'e-
sterno, per esempio dando esito a reazioni
chimiche che possono avvenire mediante il
trasferimento di frammenti molecolari e il
comporsi di nuove specie molecolari. Una
reazione chimica pud procedere sponta-
neamente in una certa direzione piutto-
sto che in un’altra ('arrugginimento di un
pezzo di ferro in presenza di ossigeno, la
combustione del metano nell’limpianto di
riscaldamento, I'imbrunimento di una fet-
ta di mela lasciata all’aria, I'irrancidimento
del latte conservato troppo a lungo) e pud
essere mediata da elementi che ne favo-
riscono e ne accelerano la trasformazione
(metalli, enzimi).

La chimica & fondamentale per la com-
prensione dei processi molecolari che si
verificano all’interno delle cellule e per la
conoscenza della struttura e reattivita del-
le molecole biologiche fondamentali alla
vita quali le proteine, gli acidi nucleici, i
carboidrati ed i lipidi.

La chimica fornisce la base teorica e prati-
ca della biologia, poiché i processi biologi-
ci sono basati su reazioni chimiche.

La chimica e la biologia sono dunque stret-
tamente correlate e costituiscono le basi
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della identificazione del valore energetico
oltre al quale (soglia) si verifica un dato fe-
nomeno biologico (risposta).

Fondamentale & stata la rivoluzione in
campo della risposta biologica del medi-
co svizzero Paracelso nato Theophrastus
von Hohenheim (1493 - 1541), che estese
il suo interesse per la chimica e la biolo-
gia a quelle che oggi sono considerate le
scienze tossicologiche. Paracelso fu uno
dei primi scienziati europei a introdurre la
chimica in medicina. Per la prima volta egli
espose chiaramente il concetto di dose-ri-
sposta «Omnia venenum sunt: nec sine
veneno quicquam existit. Dosis sola facit,
ut venenum non fit» (Tutto & veleno: nulla
esiste di non velenoso. Solo la dose fa in
modo che il veleno non faccia effetto). Pa-
racelso enuncio tale paradigma per difen-
dere il suo uso originale di sostanze inor-
ganiche ad uso terapeutico in medicina,
criticato poiché considerate tossiche per
essere usate in terapia. La sua convinzione
che le malattie si localizzassero in un or-
gano specifico fu estesa all’inclusione del
concetto della tossicita in un particolare
organo bersaglio; cioé esiste un sito speci-
fico nel corpo in cui una sostanza chimica
esercitera il suo massimo effetto.

Sulla base del principio enunciato da Pa-
racelso le Scienze tossicologiche odierne
studiano da un punto di vista qualitativo e
quantitativo la casualita degli effetti avver-
si dovuti all’interazione tra un organismo
vivente e qualsiasi sostanza in grado di
modificarne lo stato di benessere attraver-
SO un’alterazione dannosa di processi bio-
chimici dei suoi organi.

Il principio enunciato da Paracelso & oggi
alla base della caratterizzazione del rischio
cioé la importanza fondamentale della
“dose”: una quantita misurata di una so-
stanza o di un agente potenzialmente tos-
sico che viene erogata come unita. Mag-
giore € la quantita erogata, maggiore ¢ la
dose. Tale concetto pud essere utilizzato
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per descrivere qualsiasi caso in cui una so-
stanza estranea venga introdotta nell’or-
ganismo. Nella scienza della nutrizione, il
termine viene solitamente applicato alla
quantita di un nutriente specifico presente
nella dieta o in un particolare alimento, pa-
sto o integratore alimentare. Per gli agenti
tossici la dose si riferisce alla quantita mi-
nima di sostanza necessaria ad intossicare
'ospite.

Uno degli obiettivi principali che si pone il
tossicologo ¢é la valutazione del pericolo e
del rischio tossicologico -concetti diversi
e non sovrapponibili- che assieme alla sua
gestione e comunicazione fa parte di un
processo complesso chiamato “analisi del
rischio”.

La analisi del rischio tossicologico si artico-
lain 4 fasi:

1. ldentificazione del pericolo (Che tipo di
effetti avversi induce la sostanza?)

2. Valutazione del pericolo (A che livello
di esposizione -dose- si osserva un de-
terminato effetto avverso?)

3. Quantificazione dell’esposizione in base

alla determinazione di una curva espo-
sizione (dose)/ effetto (risposta biologi-
ca) (Qual &l livello di esposizione a cui si
possono definire le soglie di non effetto,
NOAE e BMD, oppure gli effetti avver-
si/tossici e, conseguentemente, calcolo
delle dosi ritenute sicure per la popola-
zione, DGA o ADI, DGT o TDI ecc.? Per
quali vie? In quali organi?)

4. Caratterizzazione del rischio (In base
alla dose di esposizione che previsione
puod essere fatta in merito alla frequen-
za e alla severita degli effetti nella po-
polazione esposta?)

E essenziale subito sottolineare la differen-
za tra pericolo e rischio. Il pericolo & una
caratteristica intrinseca della sostanza. Il
rischio & invece la probabilita di andare in-
contro a effetti avversi che la sostanza pud
provocare in seguito ad esposizione al di
sopra di una determinata dose denominata
soglia (threshold).

La valutazione del pericolo riflette 'aspet-
to quantitativo e comporta la quantifica-
zione dell’effetto avverso (identificazione
del pericolo) in base ad una relazione do-
se-risposta.

CURVA DOSE - RISPOSTA

Sogla 72

| Effetto biologico |

I |

_DOSE (mg/kg peso corporeo)

Lidentificazione degli effetti avversi indotti
da una sostanza in esame (pericolo intrin-
seco) si basa sulla raccolta ed analisi di una
varieta di studi tossicologici che compren-
dono nuovi approcci metodologici (NAM)

integrati (IATA) che vanno dai modelli in
chemico (misura della reattivita chimica),
in silico (misure predittive basate su mo-
delli computazionali), di read-across (pre-
vedere le informazioni del bersaglio tossi-
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co di una sostanza utilizzando i dati dello
stesso bersaglio tossico di altre sostanze
di cui sono note le informazioni riguardanti
le sue proprieta tossiche), in vitro (colture
cellulari, frazioni subcellulari, enzimi purifi-

cati), in vivo (animali da laboratorio) e dalle
osservazioni sulluomo (dati scientifici epi-
demiologici e clinici) che vengono deno-
minate linee di evidenza.

| Integrated Approaches to Testing and Assessment

pué includere

% invitro, colture cellulari, frazioni subcellulari, enzimi purificati

ex vivo, da animali da laboratorio

in chemico (misura della reattivita chimica ),

+
 J
% insilico (misure predittive basate su modelli computazionali ),
&

read-across, prevedere le informazioni del bersaglio tossice di una sestanza utilizzando i dati dello stesse
bersaglio tossico di altre sostanze di cui sono note le informazioni riguardanti le sue proprietd tossiche ,

% nonché combinazioni di questi per eseqguire |'estrapolazione in vitro - in vivo (IVIVE)

LINEE DI EVIDENZA

Esposizione

-

Peso delle Evidenze

Gli studi tossicologici includono anche una
serie di sperimentazioni volte a identificare
il destino metabolico della sostanza in esa-
me dall'introduzione all’escrezione in un
organismo vivente (tossicocinetica) e il suo
meccanismo d’azione (tossicodinamica).

La esposizione a qualsiasi agente chimico
o biologico sottintende diversi fattori critici
perché esprima una attivita: la dose, cioé la
quantita di agente che viene somministra-
ta, la durata dell’esposizione, il metaboli-
smo e la via di somministrazione.

La caratterizzazione del rischio & la fase
finale della valutazione del rischio e consi-
ste nel confrontare le informazioni ricavate

4|

dall’identificazione e valutazione del peri-
colo con quelle sull’entita dell’esposizione
umana al fine di simulare una stima della
probabilita di osservare un effetto tossico
nella popolazione che pud emergere dal
superamento di soglie (dosi) definite sicu-
re dagli esperti tossicologi che compongo-
no i vari comitati scientifici attivi nelle varie
Agenzie Internazionali.

La valutazione dell’esposizione rappresen-
ta una tappa fondamentale nella caratte-
rizzazione del rischio in quanto in assenza
di esposizione il rischio tende a zero.

Questa fase rappresenta senza dubbio un
momento delicato del processo della ca-
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ratterizzazione del rischio. Il tossicologo
deve tener conto di diversi i fattori che
possono modulare I'esposizione come la
durata, la frequenza, la via e la velocita di
assorbimento, il polimorfismo genetico, la
sensibilita di diversi gruppi di popolazione
(bambini, donne in gravidanza, anziani...)
e i fattori ambientali. Inoltre, va ricordato

che la disponibilita di dati e informazioni
relativi all’esposizione € spesso limitata. In
guesti casi quando non si hanno informa-
zioni derivati dal monitoraggio biologico
o da misurazioni dirette di esposizione, si
ricorre a calcoli deterministici o probabi-
listici per ottenere una stima plausibile di
esposizione nella popolazione.

Toxic substances can enter the body in several ways.
Widespread contamination creates multiple exposure pathways.

Sostanza/Metabolita

% Dose del tossico
4 Dose individuale
% Dose in gruppi sensibili

% Max/min cronica/occasionale

Durante la valutazione del livello di esposi-
zione, vanno considerate sia I’'esposizione
esterna che quella interna. Per valutare |l
livello di esposizione esterna (dose ester-
na) bisogna individuare sperimentalmente
a quale concentrazione una data sostanza
€& presente nei vari comparti ambientali,
nella dieta, nell’aria e negli ambienti lavora-
tivi. Inoltre, vanno studiate le principali vie
di esposizione (orale, inalatoria e cutanea)
e in quali situazioni (lavoro, alimentazione,
ambiente, stile di vita ecc.) avviene il con-
tatto.

Per valutare invece il livello di esposizione
interna (dose interna) bisogna determina-
re la concentrazione della sostanza e/o dei
suoi prodotti di trasformazione nei vari di-
stretti corporei e nel sito di azione e, natu-
ralmente, il destino della sostanza all’inter-
no dell’organismo.

La valutazione del pericolo di solito si tra-
duce nel calcolo di dosi ammissibili per la
salvaguardia della popolazione (soglie),
ad esempio una dose giornaliera ammissi-
bile (DGA o ADI: dose espressa in mg/kg

di peso corporeo, che pud essere assunta
giornalmente da un individuo adulto anche
per tutto I’'arco della vita senza rischio ap-
prezzabile per la salute). Invece, per tutte
quelle sostanze presenti nei prodotti ali-
mentari che non sono state aggiunte inten-
zionalmente (contaminanti), i valutatori del
rischio definiscono una dose giornaliera
tollerabile (DGT o TDI).

Lidentificazione dell’effetto avverso e a
quale dose si manifesta, & senza dubbio
una tappa essenziale e imprescindibile nel-
la valutazione del pericolo.

E fondamentale sottolineare che la carat-
terizzazione del rischio valutata solo sulla
base del pericolo risulta fuorviante e puod
indurre reazioni sproporzionate e inutili al-
larmismi nella popolazione.

Al fine di calcolare le dosi sicure per la po-
polazione infine bisogna identificare una
dose che non € in grado di provocare alcun
effetto avverso. A tale fine necessiterebbe
selezionare una dose pertinente all’interno
della curva dose-risposta tossicologica (la
dose-soglia - threshold) definita come il li-
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vello di dose oltre alla quale si pud eviden-
ziare un effetto tossico, dose denominata
anche punto di partenza (Point of Depar-
ture) al fine di calcolare gli Health Based
Guidance Values (HBGVs), dosi ricavate da
conoscenze scientifiche che definiscono
I’esposizione massima (orale) a una sostan-
za che non si prevede possa comportare
un rischio apprezzabile per la salute per
la popolazione, tenendo presente anche
la probabile durata del consumo. La co-
noscenza della relazione dose-risposta &
fondamentale per stabilire la relazione di
causalita tra I'effetto osservato e il compo-
sto chimico a cui & avvenuta I'esposizione
e definire la dose piu bassa a cui si € os-
servato I'effetto. Per la maggior parte de-
gli effetti tossici si puo identificare, almeno
sperimentalmente, una dose-soglia al di
sotto della quale non si misura alcun effet-
to nelle condizioni sperimentali utilizzate.
Leffetto ricercato € una risposta dell’orga-
nismo a uno stimolo esterno (esposizione).

Mentre per gli effetti cancerogeni non me-
diati da effetti genotossici si ammette una
soglia (PoD), nel modello di cancerogeni
genotossici non é riconosciuta, da un punto
di vista regolatorio, una dose-soglia e per-
cio un PoD. Levento iniziale, sostenuto dalla
mutazione &€ un danno che da solo € in gra-
do di innescare eventi successivi o di predi-
sporre all'insorgenza di eventi che, se non
riparati, possono risultare in un tumore o in
un’altra patologia cronico-degenerativa.

Tradizionalmente, quando i dati sperimen-
tali sugli animali vengono utilizzati per la
valutazione del rischio di sostanze negli
alimenti che non sono genotossiche e can-
cerogene, il livello senza effetti avversi os-
servati (NOAEL) e/o il livello piu basso di
effetti avversi osservati (LOAEL) per I'ef-
fetto critico di una sostanza, costituiscono
il PoD per ricavare valori guida per la sal-
vaguardia della salute della popolazione,
come la dose giornaliera accettabile (ADI).

Laddove siano disponibili dati in vivo utiliz-
zabili, il metodo preferito e raccomandato
negli ultimi anni dai maggiori enti regola-
tori internazionali, sia per sostanze con so-
glia che senza soglia, & quello di utilizzare
I'approccio Benchmark Dose o Dose di ri-
ferimento (BMD) per ricavare la PoD come
punto di partenza per la valutazione del ri-
schio per la salute umana.

Nella modellazione BMD, la relazione do-
se-risposta segue una tendenza crescente
o monotona. Cio significa che maggiore &
'esposizione a un composto pericoloso,
maggiore & la probabilita che si verifichi un
effetto (per effetti probabilistici) o la gra-
vita dell’effetto (per effetti deterministici).

Lapproccio BMD si avvale di tutti i dati do-
se-risposta per stimare 'andamento della
relazione dose-risposta complessiva per
un particolare endpoint ed € applicabile a
tutte le sostanze chimiche.

BENCHMARK DOSE - (BMD)

6l
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Tra le nuove proposte per la prioritizza-
zione del rischio & disponibile lo strumen-
to del Threshold of Toxicological Concern
(TTC), sempre piu utilizzato per selezio-
nare e dare priorita alle sostanze con bas-
sa esposizione; lo stesso sta ricevendo un
consenso sempre piu ampio da parte de-
gli enti regolatori. Il TTC & uno strumento
pragmatico di valutazione del rischio che si
basa sul principio di stabilire un valore so-
glia giornaliero di esposizione umana per
tutte le sostanze chimiche al di sotto del
quale vi & una probabilita molto bassa di un
rischio apprezzabile per la salute umana.
Lapproccio mira a selezionare e dare pri-
orita ai composti chimici, presenti in quan-
tita molto piccole, per i quali sono noti la
struttura chimica e i dati di esposizione, ma
per i quali non sono disponibili dati sulla
tossicita o sono disponibili dati limitati.

| valori TTC in uso sono stati derivati dall’a-
nalisi di ampi database di studi tossicologi-

ci su animali; le informazioni estratte sono
state utilizzate per derivare soglie quanti-
tative estremamente conservative.

La relazione tra struttura chimica e tossici-
ta & stata esplorata attraverso la compila-
zione di un ampio database di riferimento
costituito da sostanze cancerogene e so-
stanze chimiche testate per una varieta di
endpoint tossicologici, da cui sono stati de-
rivati dei PoD. Ogni sostanza nel database
non genotossica e/o cancerogena € oggi
classificata in una delle ormai due classi
strutturali rimaste utilizzando un approc-
cio “ad albero decisionale” che consiste in
33 domande (aggiornate a 44) a ciascuna
delle quali si risponde con “si” o “no”. Ogni
risposta porta a un’altra domanda o a una
classificazione finale in una delle due classi.

Il valore TTC per sostanze con delle aller-
te strutturali per i cancerogeni genotossici
(0.15 Qg/day) é ritenuto in generale suffi-
cientemente “protettivo”.

THRESHOLD OF TOXICOLOGICAL CONCERN SOGLIE

30 pg/kg bw.

£lass I sostanie con
struttura chinica semplice o

modalitd ¢ metsbolivmo
sfficlentd cha

0.0025 pg/kg b.w.

Con allerta

0.15 1g/d

Nei prossimi articoli vedremo come sono
stati sviluppati metodi alternativi (NAMs)
agli esperimenti sugli animali al fine di sod-
disfare il principio delle 3R (replace, redu-
ce, refine) che richiede la riduzione al mini-
mo degli esperimenti e il loro miglioramen-
to al fine di arrecare agli animali il minor
aggravio possibile.
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Considerazioni sulla rilevanza per 'uomo
degli studi sperimentali

Introduzione

La maggior parte delle informazioni tossi-
cologiche sui composti chimici con i quali
I'uomo entra in contatto derivano da studi
su animali. Pertanto, un problema fonda-
mentale € quello della estrapolazione di
questi dati, non solo gquantitativa ma an-
che qualitativa; ovvero, diventa essenziale
definire la rilevanza per 'uomo di quanto
descritto nell’animale da esperimento. Nel
contesto della discussione che segue si in-
tende per rilevanza per 'uomo leffettiva
correttezza di applicare alluomo gli effet-
ti tossicologici (rilevanza qualitativa) e le
relative relazioni dose-risposta (rilevanza
quantitativa) riscontrate nell’lanimale da
esperimento.

Il problema della rilevanza per 'uomo ¢
stato inizialmente affrontato per gli effet-
ti cancerogeni, in seguito anche per gli al-
tri effetti tossici. Il problema si € posto in
seguito all’evoluzione della comprensione
della biologia del cancro e I'identificazio-

Angelo Moretto
Universita degli Studi di Padova

ne degli eventi chiave nel processo di can-
cerogenesi. Storicamente, le valutazioni si
basano sugli studi sui roditori e, per i com-
posti in uso da molto tempo e con, talora,
elevate esposizioni soprattutto professio-
nali, anche sugli studi epidemiologici. In-
trinseco nelle valutazioni basate sugli studi
sui roditori era l'assunto che dall’osserva-
zione dei tumori in animali da laboratorio
si potessero identificare sostanze poten-
zialmente cancerogene per 'uomo per le
quali, mediante l'uso di modelli matemati-
ci, fornire stime del rischio.

La rilevanza dei risultati degli studi di
cancerogenesi sperimentale

Con l'aumentare delle conoscenze, risulta
sempre piu evidente che un numero ap-
prezzabile di sostanze chimiche causano
un’aumentata incidenza di cancro negli
animali da laboratorio attraverso processi
che non comportano un’interazione diretta
con il DNA. Si & ora in una situazione in cui
si conoscono molti dei processi biologici
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coinvolti nella cancerogenesi e la sequen-
za di questi processi pud essere descritta
e riassunta nel concetto di modo d’azione
(MOA). Un MOA postulato per la cancero-
genesi € una sequenza plausibile di eventi
chiave che portano a un effetto osserva-
to. Questa sequenza, che deve avere il so-
stegno di osservazioni sperimentali e dati,
descrive i principali eventi citologici e bio-
chimici misurabili che sono necessari per
causare l'osservato effetto cancerogeno.

Il modo d’azione e larilevanza per ’'uomo

Fondamentale nello sviluppo di questo
concetto & una pubblicazione prodotta
sotto gli auspici dell’International Pro-
gramme of Chemical Safety coordinato
dall’Organizzazione Mondiale della Sanita
inizialmente riportata in Sonich-Mullin et
al. (2001). Questa pubblicazione descrive
un “framework” che fornisce un approccio
strutturato alla valutazione del peso com-
plessivo degli elementi di prova per postu-
lare un MOA.

Lapproccio si basa su tre domande fonda-
mentali:

1. Se la forza probante degli elementi di
prova sia sufficiente per stabilire un
MOA negli animali?

2. Gli eventi chiave del MOA animale sono
plausibili nelluomo?

3. Considerando i fattori tossicocinetici e
tossicodinamici, gli eventi fondamen-
tali del MOA animale sono plausibili
nell’luomo?

Le domande 2 e 3 implicano considerazio-
ni, rispettivamente, qualitative e quantita-
tive, nell’analisi di concordanza delle infor-
mazioni relative al MOA animale e ai suoi
eventi chiave.

Per rispondere alla prima domanda & ne-
cessario applicare alcuni criteri di causalita
in logica successione e mutuati dalle con-
siderazioni di Bradford-Hill utilizzati in epi-

demiologia:
1. MOA postulato.

2. Eventi chiave; parametri critici associa-
ti.

3. Relazioni dose-risposta.
4. Associazione temporale.

5. Forza, coerenza e specificita dell’as-
sociazione della chiave con la risposta
tumorale.

6. Plausibilita e coerenza biologica.
7. Possibili MOA alternativi.

8. Incertezze, incongruenze e lacune nei
dati.

9. Conclusione sul MOA.

La risposta alla seconda domanda richiede
la valutazione qualitativa della pertinenza
del MOA all’eventuale sviluppo del cancro
nel’luomo. Per questo & necessario valuta-
re se gli eventi chiave specifici che si verifi-
cano nel MOA animale possano verificarsi
nell’luomo.

In generale, i dettagli degli eventi chia-
ve iniziali sono probabilmente piu speci-
fici per le sostanze chimiche, ad esempio
I’enzima risposta di induzione da parte del
fenobarbital nel fegato di roditore, o la for-
mazione di un metabolita citotossico dal
cloroformio mediante enzima/i citocromo
P-450. Gli eventi successivi, invece, sono
piu generici al MOA, quali, ad esempio, la
stimolazione pleiotropica della prolifera-
zione o liperplasia rigenerativa. Pertanto,
la valutazione della concordanza nell’'uo-
mo degli eventi chiave per il MOA per una
data sostanza chimica non & specifica per
guella sostanza, ma & generalizzabile al
MOA nell’'uomo.

Le informazioni che possono essere uti-
lizzate per valutare gli eventi chiave negli
esseri umani possono provenire da studi
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in vitro e in vivo sulla sostanza stessa, ma
anche da informazioni di base riguardanti
lanatomia, la fisiologia, 'endocrinologia, le
malattie genetiche, I'epidemiologia e qual-
siasi altro tipo di informazioni riguardo agli
eventi chiave nelluomo.

Nella valutazione della concordanza delle
informazioni nelluomo a quello negli ani-
mali, € necessario tenere in considerazio-
ne e descrivere alcuni punti fondamentali
quali:

¢ Incidenza del cancro nel sito anatomi-
co e tipo cellulare di interesse,

e Conoscenza della natura e della funzio-
ne del sito bersaglio, compresi lo svi-
luppo, la struttura (macro e microsco-
pica), meccanismi di controllo a livello
fisiologico, cellulare e livelli biochimici,

¢ Condizioni patologiche umane e ani-
mali che forniscono informazioni per
quanto riguarda la regolazione e la re-
attivita degli organi bersaglio,

¢ Risposte umane e animali alla sostan-
za chimica, o analoghi, a esposizioni a
breve, medio o lungo termine, compre-
si gli organi bersaglio e gli effetti.

Alla conclusione del processo sara possibi-
le concludere se il MOA osservato nell’ani-
male € o meno presente anche nell’'uomo
e, quindi, se i dati sull’'animale sono o meno
applicabili alluomo. Qualora i dati non fos-
sero conclusivi € evidente che, a scopo
precauzionale, si dovranno ritenere perti-
nenti per 'uomo.

Per quanto riguarda la rilevanza quantita-
tiva & necessario tener conto di tutte le in-
formazioni tossicocinetiche e tossicodina-
miche disponibili sia sugli animali da espe-
rimento che sugli esseri umani. Tali dati
dovranno comprendere informazioni sulle
dosi biologicamente efficaci necessarie
per produrre le risposte dinamiche da cui
pud derivare lo sviluppo della neoplasia.
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Se un evento chiave di un MOA di un de-
terminato composto richiede una dose
sperimentale elevata, allora la rilevanza
per il rischio per 'uomo diventa una que-
stione di esposizione. Questo € particolar-
mente vero quando 'uomo dimostri una
sensibilita inferiore a quella dell’lanimale e
che I'innesco dell’effetto richieda dosi cosi
elevate da non essere plausibili nel caso
di esposizioni reali dell’'uomo. Pertanto, in
qguesto caso, la valutazione dell’esposizio-
ne dellluomo & fondamentale per una cor-
retta valutazione del potenziale, e quindi
del rischio, di causare cancro nellluomo.
Di conseguenza, anche la comprensione e
conoscenza della relazione dose-risposta
e fondamentale al fine di derivare modelli
di estrapolazione che siano coerenti con la
nostra comprensione della biologia.

In alcune occasioni vi possono non essere
informazioni sufficienti sugli eventi chiave
nel’luomo. In questo caso, potrebbero es-
sere utilizzati dati epidemiologici. Ad esem-
pio, il database biochimico e citologico su-
gli eventi chiave nellluomo per composti
che agiscono come il fenobarbital tramite
I'attivazione del recettore CAR per indurre
tumori epatici € incompleto. Tuttavia, esi-
stono dati epidemiologici solidi che dimo-
strano che I'esposizione al fenobarbital per
periodi prolungati a dosi relativamente ele-
vate non provoca il cancro nelluomo. Una
possibilita, quindi, € quella di “leggere” da
questi risultati con fenobarbital e applicarli
a qualsiasi altro composto che ne condivi-
da il MOA negli animali nell’indurre tumori
epatici nei roditori e concludere che tumo-
ri causati da un tale composto non sono
quantitativamente rilevanti per la valuta-
zione del rischio del composto nell’'uomo.

Conclusione sugli effetti cancerogeni

In conclusione, le nostre conoscenze at-
tuali sulla biologia del cancro ci permetto-
no di valutare la rilevanza per 'uomo dei
dati sperimentali ottenuti sull’animale. In
alcuni casi, gli effetti sull’lanimale posso-



GIT - Anno Il n. 2 - Novembre 2024

no essere considerati del tutto irrilevanti
per 'uomo per la presenza di un peculiare
MOA. In altri casi, considerazioni quantita-
tive possono indicare che I'effetto sull’uo-
mo, benché plausibile dal punto di vista
tossicologico, non € mai atteso per que-
stioni di dose; ovvero che la dose richiesta
per ottenere I'effetto nelluomo & talmen-
te elevata che non potra essere raggiunta
in condizioni reali. Queste considerazioni
si applicano alla valutazione del rischio,
per cui, ad esempio, la derivazione dei li-
miti di esposizione pud seguire procedu-
re adeguate alle conclusioni sul MOA. Con
maggiore difficolta queste possono essere
applicate alla classificazione delle sostan-
ze e all’'uso che si fa talora della classifi-
cazione. Infatti, & possibile che in alcuni
casi sulla base di considerazioni sul MOA
una sostanza sia classificata in modo du-
bitativo (“probabilmente cancerogena”).
Pero, per alcune categorie di sostanze la
gestione del rischio e fatta sulla base della
classificazione (ovvero dell’identificazione
del pericolo che & qualitativa) e non della
valutazione del rischio (che & quantitativa).
In questo modo si possono introdurre limiti
o restrizioni eccessivi, non giustificati dal-
le conoscenze tossicologiche e biologiche.
Questo risulta in uno spreco di risorse sia
per gli studi fatti e non utilizzati per le de-
cisioni, sia per I'imposizione di inutili limiti e
restrizioni economicamente onerosi.

Gli effetti non cancerogeni

Per quanto riguarda gli effetti non cance-
rogeni si possono fare delle considerazio-
ni aggiuntive. Infatti, la conoscenza degli
eventi chiave di un effetto tossicologico
possono permettere I'applicazione di fat-
tori di incertezza diversi dai valori predefi-
niti. Infatti, in genere, nella derivazione dei
limiti di esposizione per 'uomo sulla base
dei dati animali si applicano i cosiddetti
fattori di incertezza (o sicurezza) per tener
conto delle possibili differenze di specie fra
I’lanimale e 'uomo (fattore 10, interspecie)

e differenze di sensibilita all’interno del-
la specie umana (fattore 10, intraspecie),
Questo fattore 10x10 (100) ¢ applicato alla
dose senza effetto nell’animale da espe-
rimento (NOAEL, no observable adverse
effect level). In presenza di informazioni
comparative sulla relazione dose-risposta
o su altri parametri fisiologici o tossicolo-
gi, si possono calcolare e applicare fattori
specifici (CSAF, chemical specific asses-
sment factor), in cui uno o piu dei valori
predefiniti per le differenze di specie o in-
terindividuali nella tossicocinetica o nella
tossicodinamica vengono sostituite da un
valore basato su informazioni specifiche
per la sostanza chimica. Tali informazio-
ni possono portare a un aumento o, piu
spesso, a una diminuzione valore rispetto
al normale default di 100. Da qui si pos-
sono derivare limiti di esposizione meno
stringenti, senza aumentare il rischio per
la popolazione esposta, ma con possibile
beneficio economico.

Lanalisi del MOA pud contribuire, inoltre,
allindividuazione di eventuali sottopopo-
lazioni (ad esempio, quelle con predispo-
sizione genetica) che possono essere a
maggior rischio, anche solo in alcune spe-
cifiche fasi della vita.

Conclusioni

Concludendo, i progressi fatti dalla biolo-
gia e dalla tossicologia permettono in mol-
ti casi di comprendere la rilevanza per I'uo-
mo delle osservazioni fatte nell’animale da
esperimento. Da questo deriva una miglio-
re valutazione del rischio, con significative
ricadute per la sicurezza delle popolazioni
esposte e con possibili risparmi sulle risor-
se da investire per la sicurezza.
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Tossicologia di genere
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Il concetto di “sesso” e “genere” riveste
oggi un’importanza cruciale nel campo del-
la ricerca scientifica, della medicina e delle
scienze sociali. E essenziale chiarire la di-
stinzione tra i due termini: il sesso si riferisce
alle caratteristiche biologiche e fisiologiche
che distinguono maschi e femmine, come
la genetica, gli organi riproduttivi e i livelli
ormonali. Il genere, invece, € una costruzio-
ne sociale e culturale che riguarda i ruoli, i
comportamenti e le identita attribuite a uo-
mini e donne, basata su fattori psicosociali
e non strettamente biologici (Arnegard et
al.,, 2020; Reale et al, 2023). Le differen-
ze tra sesso biologico e identita di genere
sono fondamentali per comprendere come
queste influenzino la salute, il comporta-
mento e le esperienze di vita delle persone.
Esistono anche identita di genere che non
corrispondono al binario maschio-femmina,
come le persone non binarie o gender-fluid,
che arricchiscono ulteriormente il dibattito
sulla complessita dell’identita umana (Cir-
rincione e Wuang, 2021).

Nell’lambito della medicina di genere, la
tossicologia di genere & una disciplina
emergente che esplora come le differen-
ze biologiche e fisiologiche, sociali e lega-
te allo stile di vita tra uomini e donne in-
fluenzino la risposta a tossine, farmaci e
altre sostanze chimiche, cercando di com-
prendere come queste contribuiscano alla
suscettibilita agli effetti tossici e ai rischi
per la salute. Storicamente, la ricerca tos-
sicologica ha trascurato queste differenze,
concentrandosi principalmente su soggetti
di sesso maschile, ma studi recenti hanno
dimostrato che le differenze di sesso/ge-
nere nella risposta ai farmaci e agli agen-
ti tossici possono essere significative. La
crescente consapevolezza dell'importanza
delle differenze di genere ha portato a una
rivalutazione delle pratiche diricerca e del-
le strategie di prevenzione e trattamento
(Gochfeld, 2017).

La rilevanza della tossicologia di genere

Limportanza e l'attualita di questo tema
risiedono nel fatto che considerare solo il
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sesso biologico pud portare a studi incom-
pleti e terapie non efficaci per una parte si-
gnificativa della popolazione. E quindi sem-
pre piu evidente la necessita di includere
entrambi gli aspetti nelle analisi scientifiche,
nella pianificazione delle cure e nei percorsi
di prevenzione. Includere la dimensione del
genere nella ricerca e nella pratica clinica
rappresenta un pPasso verso una societa piu
equa e inclusiva, che valorizza la diversita
delle esperienze umane.

La tossicologia di genere si basa sul con-
cetto che le differenze tra uomini e donne
non si limitano agli organi riproduttivi, ma
coinvolgono una vasta gamma di proces-
si biologici e fisiologici. Queste differenze
influenzano la farmacocinetica (come uno
xenobiotico viene assorbito, distribuito,
metabolizzato ed eliminato dal corpo) e la
farmacodinamica (come uno xenobiotico
esercita il suo effetto). Ad esempio, le dif-
ferenze nella composizione corporea, come
la percentuale di massa grassa, e nella fun-
zione renale possono influire sulla distribu-
zione e sull’eliminazione delle sostanze chi-
miche.

Le donne hanno generalmente una percen-
tuale di massa grassa piu alta rispetto agli
uomini e una massa muscolare inferiore.
Questo pud influire sulla distribuzione di
farmaci liposolubili, che tendono a concen-
trarsi nei tessuti adiposi e quindi rimanere
nel corpo per periodi piu lunghi. Inoltre, le
donne hanno spesso una funzione renale
diversa rispetto agli uomini, il che puo in-
fluenzare la clearance dei farmaci. Questi
fattori possono portare a differenze signi-
ficative nella risposta ai farmaci e a xeno-
biotici tra i sessi, con potenziali implicazioni
per la sicurezza e I'efficacia dei trattamenti
e dell’esposizione (Allegra et al., 2023; Hre-
lia, 2013; 2023).

Influenza degli ormoni sessuali

Gli ormoni sessuali, come gli estrogeni, il
progesterone e il testosterone, giocano un
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ruolo cruciale nella modulazione della ri-
sposta del corpo alle sostanze chimiche. Gli
estrogeni, ad esempio, possono influenzare
I’attivita degli enzimi coinvolti nel metaboli-
smo dei farmaci, come quelli del citocromo
P450. Questo gruppo di enzimi é responsa-
bile della metabolizzazione di numerosi far-
maci e sostanze tossiche, e le variazioni nel-
la loro attivita possono portare a differenze
significative nella farmacocinetica tra uomi-
ni e donne (Zucker e Prendergast, 2020).

Ad esempio, il metabolismo & dimorfico,
con enzimi di fase 1 (come i citocromi P450)
e fase 2 (come le UDP-glucoronil-transfera-
si) che mostrano attivita diversa tra i sessi.
Ad esempio, I'isoforma CYP3A4 metaboliz-
za il 50-60% dei farmaci e ha una clearan-
ce maggiore nelle donne, influenzata anche
dal peso corporeo. La CYP2D6, piu attiva
negli uomini, comporta una clearance mag-
giore di alcuni farmaci, risultando in livelli
ematici piu alti nelle donne, specialmente in
chi usa contraccettivi orali.

Durante il ciclo mestruale, i livelli di estro-
geni e progesterone fluttuano, influenzan-
do la risposta del corpo agli xenobiotici. Ad
esempio, & stato dimostrato che le donne
possono avere una maggiore sensibilita agli
effetti collaterali dei farmaci in determinate
fasi del ciclo mestruale. Inoltre, durante la
gravidanza, i livelli di questi ormoni aumen-
tano drasticamente, portando a modifiche
significative nel metabolismo dei farmaci.
Questo pud rendere necessario un aggiu-
stamento della dose per garantire I'efficacia
del trattamento e minimizzare i rischi per il
prodotto del concepimento.

Differenze di genere nella risposta ai far-
maci

Le differenze di genere nella risposta ai
farmaci sono ben documentate in diver-
si ambiti terapeutici (Lee et al, 2023). Ad
esempio, nelle malattie cardiovascolari, le
donne possono rispondere in modo diver-
so rispetto agli uomini ai farmaci utilizzati
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per trattare I'ipertensione e altre condizio-
ni cardiache. Le donne tendono ad avere
una pressione arteriosa piu bassa rispetto
agli uomini e possono essere piu sensibi-
li agli effetti diuretici e ipotensivi di alcuni
farmaci. Queste differenze richiedono una
personalizzazione delle dosi per evitare ef-
fetti avversi e migliorare I'efficacia del trat-
tamento.

Anche nella terapia del dolore si osservano
differenze di genere. Gli studi hanno dimo-
strato che le donne possono rispondere in
modo piu sensibile agli analgesici oppioi-
di rispetto agli uomini, ma possono anche
essere piu suscettibili agli effetti collaterali,
come nausea e vertigini. Queste differenze
possono essere attribuite a variazioni nel
metabolismo dei farmaci e nella sensibilita
dei recettori del dolore. La comprensione di
queste differenze ¢ fondamentale per ga-
rantire un trattamento adeguato e sicuro
per entrambi i sessi.

Esposizione ambientale e rischi di genere

La tossicologia di genere non si limita allo
studio delle reazioni avverse associate all’u-
so dei farmaci, ma si estende anche ai rischi
ambientali. Donne e uomini possono essere
espostiadiversitipi di sostanze chimiche nel
loro ambiente quotidiano, e queste esposi-
zioni possono avere conseguenze differen-
ti. Le donne, ad esempio, possono essere
esposte a rischi specifici legati all’lambiente
domestico o professionale. Prodotti chimici
presenti in cosmetici, prodotti per la pulizia
e altri articoli di uso quotidiano possono
avere effetti diversi su uomini e donne, in
parte a causa delle differenze nella frequen-
za e nelle modalita di esposizione.

Questi prodotti contengono spesso sostan-
ze chimiche che possono interferire con il
sistema neuroendocrino, aumentando il ri-
schio di malattie legate agli ormoni, come il
cancro al seno (Peng et al., 2023).

Gli uomini, d’altra parte, possono essere piu
esposti a sostanze chimiche tossiche attra-

verso l'ambiente lavorativo. Ad esempio,
I'esposizione a solventi industriali, pesticidi
e altri agenti chimici € spesso piu elevata tra
gli uomini, sovra rappresentati anche in set-
tori come l'edilizia e I'agricoltura. Tuttavia,
anche in questi casi, le differenze di genere
possono influenzare la suscettibilita agli ef-
fetti tossici di queste sostanze (Schliinssen
e Jones, 2023).

Si evidenzia quindi la necessita di sviluppa-
re strategie di prevenzione e regolamenta-
zione che tengano conto delle differenze
di genere, per proteggere in modo piu effi-
cace la salute di tutta la popolazione (Bol-
te et al,, 2021). Ad esempio, la valutazione
del rischio chimico dovrebbe includere dati
specifici per genere, cosi da garantire che
le normative siano adeguate per entrambi
i sessi.

Il ruolo della ricerca e della regolamen-
tazione

Negli ultimi decenni, c’é@ stata una crescen-
te consapevolezza dell'importanza di con-
siderare le differenze di sesso/genere nella
ricerca tossicologica. Tuttavia, permango-
no ancora molte sfide. Gli studi preclinici,
condotti su animali da laboratorio, spesso
utilizzano solo animali maschi per evitare le
variazioni ormonali che potrebbero com-
plicare l'interpretazione dei dati. Questo
approccio, sebbene pratico, porta a una
visione incompleta degli effetti tossici del-
le sostanze, che potrebbe non riflettere ac-
curatamente la realta per il sesso femminile
(Duffy et al., 2021; Garcia-Sifuentes e Ma-
ney, 2021).

Allo stesso modo, anche gli studi clinici
sulluomo hanno storicamente escluso o
sottorappresentato le donne, specialmente
quelle in eta fertile, a causa dei timori le-
gati ai potenziali effetti in questo nucleo di
vulnerabilita. Questo ha portato a una man-
canza di dati specifici per genere su molti
farmaci e sostanze chimiche. Le normati-
ve attuali con enti come la FDA (Food and
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Drug Administration) richiedono ora I'inclu-
sione di dati di genere negli studi clinici.

Nel 2016, il National Institutes of Health
(NIH) ha stabilito che il sesso debba essere
incluso come variabile biologica negli studi
scientifici (NIH, 2015).

La decisione ha avuto un impatto positivo e
ha portato a numerosi successi nel campo
della ricerca (Arnegard et al., 2020).

Tuttavia, e fondamentale continuare a pro-
muovere un’analisi approfondita delle diffe-
renze di suscettibilita a sostanze chimiche
e delle evidenze cliniche attraverso variabili
intersezionali, come il sesso, larazza e il ge-
nere, per garantire misure protettive ade-
guate per tutti. In particolare, settori come
la tossicologia dovrebbero essere incorag-
giati a valutare queste variabili in modo
rigoroso, poiché le differenze nei rischi di
esposizione ambientale possono essere
influenzate da molteplici fattori biologici e
sociali.

La necessita di una nuova impostazione
nella ricerca tossicologica, in quella clinica
e nello sviluppo di farmaci &€ quindi eviden-
te, richiedendo l'inclusione delle differenze
di genere, anche per migliorare la precisio-
ne e l'efficacia delle cure (Rodriquez et al.,
2015). Questo approccio dovrebbe consi-
derare non solo il sesso biologico, ma anche
parametri come eta, etnia, livello culturale e
condizioni sociali ed economiche. Una spe-
cifica attenzione dovrebbe essere posta alle
necessita sanitarie specifiche delle persone
transessuali e intersessuali, poiché le loro
esperienze di esposizione a sostanze chi-
miche e di vulnerabilita biologica possono
essere diverse rispetto a quelle della popo-
lazione cisgender. Questo approccio inclu-
sivo mira a ridurre le disparita nell’approc-
cio alla cura e a garantire che tutti i gruppi
siano rappresentati e protetti in modo equo
nelle politiche di salute pubblica.
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Verso una tossicologia di precisione

Le interazioni uomo-ambiente vanno oltre
la genetica, poiché questioni complesse e
intersezionali come razza, stato socioeco-
nomico e genere influenzano l'esposizione
delle persone ai rischi ambientali, la rispo-
sta a tali esposizioni e 'assistenza sanitaria
ricevuta. Per il futuro, € necessario affron-
tare le complessita che derivano dalle in-
terazioni tra 'ambiente sociale e fisico, ol-
tre alla genetica e agli ormoni, e integrare
qgueste considerazioni nella progettazione
degli studi scientifici. Questo approccio piu
inclusivo e completo permette di ottenere
una comprensione piu approfondita delle
vulnerabilita umane legate all’esposizione
ambientale, garantendo migliori misure di
protezione per tutti.

Un analogo approccio nell’lambito clinico
potrebbe migliorare significativamente la
sicurezza e l'efficacia dei trattamenti far-
macologici, riducendo gli effetti collaterali
e migliorando gli esiti clinici (Moyer et al.,
2029). Inoltre, potrebbe portare a una mi-
gliore comprensione dei rischi tossicologi-
ci e a strategie di prevenzione piu efficaci,
adattate alle esigenze specifiche di uomini
e donne (Mauvais-Jarvis et al., 2020).

La ricerca futura dovrebbe concentrarsi
sull’identificazione dei meccanismi alla base
delle differenze di genere nella tossicologia,
esplorando come le variabili genetiche, epi-
genetiche e ambientali interagiscano per
influenzare la risposta del corpo alle sostan-
ze chimiche. Questo richiede un approccio
interdisciplinare, che integri conoscenze
provenienti dalla tossicologia, dalla biologia
molecolare, dalla farmacologia e dalla me-
dicina di genere.

E inoltre importante considerare anche le
implicazioni etiche legate alle differenze di
genere nella tossicologia e nella medicina
(Borgia, 2023). La mancata considerazio-
ne delle differenze di genere nei trial clini-
ci e negli studi tossicologici non solo limita
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la nostra comprensione scientifica, ma pud
anche portare a disuguaglianze nell’acces-
SO a cure sicure ed efficaci.

Conclusioni

La tossicologia di genere rappresenta una
frontiera importante per la salute pubbli-
ca e la medicina. Le differenze tra uomini e
donne nella risposta alle sostanze chimiche,
sia naturali che sintetiche, sono profonde e
complesse, influenzate da una vasta gam-
ma di fattori biologici, ambientali e sociali.
Ignorare queste differenze pud portare a
trattamenti inadeguati e a rischi non neces-
sari, mentre riconoscerle e integrarle nella
pratica clinica e nella regolamentazione
pud migliorare significativamente la sicu-
rezza e l'efficacia delle cure.

Promuovere una maggiore attenzione alla
tossicologia di genere nella ricerca, nella re-
golamentazione e nella pratica clinica & es-
senziale per garantire che uomini e donne
ricevano trattamenti sicuri, efficaci e per-
sonalizzati. Solo attraverso un approccio
consapevole e inclusivo potremo migliorare
la nostra comprensione degli effetti tossi-
ci legati all’esposizione e, di conseguenza,
proteggere meglio la salute di tutti.
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Modelli QSAR e Approcci Read-Across:
Strumenti Fondamentali
per la Valutazione del Rischio

Omar Ben Mariem, Luca Palazzolo, lvano Eberini
Dipartimento di Scienze Farmacologiche e Biomolecolari, Universita degli Studi di Milano

La valutazione del rischio si & tradizional-
mente basata sull’utilizzo di grandi quan-
tita di dati provenienti da test in vitro e in
vivo. Negli ultimi decenni, considerazioni
etiche riguardanti l'utilizzo di modelli ani-
mali di laboratorio hanno portato le auto-
rita regolatorie in tutto il mondo a limitare
sempre piu questo approccio, promuoven-
do l'utilizzo di metodi alternativi. Questo
aspetto e di particolare interesse nell’lam-
bito dell’autorizzazione di prodotti cosme-
tici nell’lUnione Europea, in cui I'uso di dati
provenienti da nuovi esperimenti animali €
stato vietato a partire dal 2013.

In questo contesto, & emersa I'importanza
di nuove metodologie basate su metodi
computazionali (/n silico), quali modelli di
Quantitative Structure-Activity Relation-
ship (QSAR), e read-across. Queste meto-
dologie possono essere utilizzate nell’lam-
bito di un approccio “Weight of Evidence”,
in cui diverse fonti contribuiscono all’'otte-
nimento della decisione finale sul rischio
derivante dall’esposizione alla particolare
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molecola di interesse.

| modelli QSAR sono costruiti con lo sco-
po di predire proprieta biologiche, chimi-
che, o tossicologiche di molecole in base
alla loro struttura chimica, trasformando le
proprieta delle molecole in valori numerici,
chiamati descrittori molecolari. | model-
li QSAR sono anche distinti sulla base dei
set di molecole utilizzate per il loro svilup-
po. In particolare, esistono modelli QSAR
“locali”, generati per una specifica classe
di composti attraverso la caratterizzazio-
ne di un gruppo omogeneo e congenero
di molecole e quindi utili nella predizione
di proprieta di molecole simili, per le quali
hanno generalmente prestazioni miglio-
ri. | modelli QSAR “globali”, invece, sono
costruiti utilizzando dei set di dati molto
eterogenei, che permettono di coprire un
campo di proprieta e meccanismi d’azio-
ne molto differenti. Questi modelli hanno
solitamente prestazioni peggiori, ma per-
mettono potenzialmente di fare nuove pre-
dizioni e/o scoperte.
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Nel contesto della valutazione del rischio
(risk assessment), sono stati sviluppati di-
versi modelli QSAR per predire la farma-
co- e tossico-cinetica di numerosi compo-
sti, la loro tossicita su specifici tessuti quali
fegato e rene o specifici passaggi chiave di
alcuni Adverse Outcome Pathways (AOP).
Questi modelli possono essere utilizzati di-
rettamente per ottenere un risultato valido
ai fini regolatori in caso vengano ritenuti
sufficientemente rilevanti. In altri casi, pos-
sono semplicemente supportare altri dati
esistenti, fornendo informazioni sul mecca-
nismo di azione della molecola, o guidare
successive e necessarie strategie di valuta-
zione. La validita e accuratezza dei modelli
QSAR sono direttamente correlate con la
qualita e la quantita dei set di dati utilizzati
per la loro costruzione. Inoltre, ogni mo-
dello ha un dominio di applicabilita limitato
allo scopo per cui é stato creato.

ECHA definisce un modello QSAR come
“adeguato” se possiede tre proprieta fon-
damentali:

¢ il modello deve essere scientificamente
valido. Questa proprieta deve seguire il
principio della validazione statistica

¢« il modello deve essere applicabile alla
molecola di interesse
¢ il modello deve essere rilevante ai fini

regolatori, ovvero le informazioni otte-
nibili dal modello devono essere utiliz-
zabili per guidare la decisione dell’ente
regolatorio

Gli approcci read-across vengono utilizza-
ti per predire proprieta ignote di una mo-
lecola, mutuandole dalle proprieta di una
0 piu molecole analoghe. La selezione dei
composti da cui estrarre le proprieta de-
siderate ¢ il passaggio preliminare fonda-
mentale per un read-across efficace. Al
fine di identificare correttamente molecole
adatte, si pud utilizzare una combinazione
di strumenti automatici che utilizzano in-
dici di similarita molecolare (ad esempio |l
coefficiente di Tanimoto) e la valutazione

esperta. Data la natura del read-across, &
consigliabile il suo utilizzo per endpoint piu
complessi, quali tossicita dose-ripetuta,
clastogenicita, tossicita acuta, ecc.

In base al numero di molecole analoghe se-
lezionate per il read-across, si pud proce-
dere con la valutazione utilizzando approc-
ci “one-to-one”, o “analogue read-across”,
in cui la predizione € compiuta basandosi
sulle proprieta chimico-fisiche di una mo-
lecola simile, oppure approcci “many-to-o-
ne”, “N-to-one”, o “category approach”, in
cui dati provenienti da piu molecole sono
utilizzati in contemporanea. Per entrambe
le tipologie di read-across, tutti i dati rile-
vanti riguardanti le molecole scelte devono
essere raccolti e valutati facendo particola-
re attenzione ad eventuali carenze o “data
gap”. Nel caso alcuni dati mancanti venga-
no ritenuti essenziali per una corretta ap-
plicazione del read-across, si possono ot-
tenere utilizzando altri metodi, ad esempio
modelli QSAR, oppure decidere di ripetere
la selezione degli analoghi.

QSAR e read-across sono diventati negli
ultimi anni strumenti fondamentali nell’am-
bito delle metodologie innovative per la
predizione di tossicita. Per questo moti-
vo le autorita regolatorie hanno emanato
numerose linee guida per armonizzare I'u-
tilizzo di queste metodologie. La corretta
applicazione di queste linee guida, accom-
pagnata dall’laumento costante di dati con
cui costruire e validare questi modelli, per-
mettono gia in gran parte e permetteran-
no sempre meglio di svolgere una corretta
valutazione del rischio riducendo o elimi-
nando la necessita di esperimenti /in vivo e
in vitro.
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I1 ruolo degli Adverse Outcome Pathways
(AOPs) nella Tossicologia Moderna

Miriam Midali, Melania Serafini, Barbara Viviani
Dipartimento di Scienze Farmacologiche e Biomolecolari, Universita degli Studi di Milano

Il riconoscimento dei limiti intrinseci degli
attuali test regolatori su modelli animali,
spesso inadeguati per identificare aspet-
ti cruciali legati all’insorgenza di malattie
complesse, insieme all’obbligo etico di ri-
durre al minimo l'uso di animali nei test e
alla grande quantita di sostanze chimiche
che necessitano di valutazione, ha portato
allo sviluppo di approcci alternativi, oggi
supportati dai progressi tecnologici e da
una comprensione sempre piu approfondi-
ta dei meccanismi di tossicita. Gli “Adverse
Outcome Pathways” (AOPs) rientrano in
questo contesto e sono parte di un pro-
gramma lanciato dall’Organizzazione per
la Cooperazione e lo Sviluppo Economico
(OCSE) che faciliti I'integrazione di dati in
silico, in vitro, in vivo e di studi osservazio-
nali sulluomo in un unico quadro identifi-
cato con il termine di “Integrated Appro-

aches to Testing and Assessment” (IATA).
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Struttura degli AOPs: Dall’ Evento Inizia-
le alP’Esito Avverso ed organizzazione in
AOP networks (AOPN)

Un AOP & composto da una serie di Even-
ti Chiave (Key Events, KEs) linearmente e
causalmente connessi attraverso delle Key
Event Relationships, (KERs). | KEs origi-
nano da un Evento Iniziale a livello Mo-
lecolare (Molecular Initiating Event, MIE),
si sviluppano attraverso livelli biologici di
complessita crescente e portano ad un
Esito Avverso (Adverse Outcome, AO),
per la salute o per I’ecosistema, di rilevan-
za regolatoria (Fig. 1). Attraverso questo
schema un AOP (i) definisce la plausibilita
biologica degli eventi osservati, (ii) favo-
risce I'integrazione di informazioni prove-
nienti da diverse fonti necessaria a valutare
la qualita dei dati, la coerenza dei risultati,
la natura e la gravita degli effetti, dando un
peso dell’evidenza a supporto di un quesi-
to regolatorio e (iii) assembla gli approcci
metodologici piu adatti a misurare ciascun
evento.
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Lanalisi dettagliata di questi modelli per-
mette di identificare non solo specifici pun-
ti di intervento, ma anche lacune nei dati

KER1 KE1
\o = KE2
KER2
| LIVELLO MOLECOLARE | CELLULA

KER3
ﬁ

esistenti, facilitando cosi la progettazione
di strategie di valutazione mirate.

KERn
| Ken R

( ORGANO ] (

Fig. 1 - Rappresentazione schematica di un Adverse Outcome Pathway.

Ad oggi, alcuni degli AOP piu sviluppati
sono stati organizzati in Network (AOPN:
AOP che condividono uno o piu MIE, KE,
AO) e analizzati al fine di identificare le KE
piu connesse e studiarle per descrivere me-
glio la complessita dei processi biologici.

L’AOP nella Valutazione del Pericolo e del
Rischio

Gli AOP sono progettati per facilitare I'a-
dozione di un approccio meccanicistico
negli studi normativi ed epidemiologici che
identificano un possibile legame tra I'espo-
sizione a sostanze chimiche (ad esempio,
pesticidi) e I'insorgenza di patologie com-
plesse, difficili da studiare nei modelli ani-
mali.

Tutti gli AOP sviluppati vengono inseriti in
AOP-Wiki, un grande database di raccolta
promosso da OCSE, responsabile della loro
adozione dopo un processo di revisione in-
dipendente. Ad ogni AOP viene assegnato
un ID in modo tale da renderlo facilmente
rintracciabile.

Lorganizzazione di AOP lineariin network e
la loro analisi ha permesso I'identificazione
di meccanismi biologici comuni a piu AOP,
evidenziando bersagli critici e facilitando il
raggruppamento di sostanze chimiche con
modalita d’azione simili. Gli AOPN forni-
scono inoltre indicazioni su quali test dare
priorita, a supportare l'identificazione di

biomarcatori e a fornire un approccio alla
modellazione di AOP quantitativi (QAOP)
che possono rispondere a domande speci-
fiche sul grado di perturbazione necessario
per causare I'insorgenza di effetti avversi.

Agenzie regolatorie, quale I'Autorita Eu-
ropea per la Sicurezza Alimentare, hanno
promosso lo sviluppo di diversi AOPs. Tra
questi due esempi interessanti sono ’AOP
442 (Binding to VGSC during develop-
ment leads to cognitive function decrea-
se) nell’lambito della neurotossicita dello
sviluppo e FAOP 3 (Inhibition of the mito-
chondrial complex | of nigrostriatal neu-
rons leads to Parkinsonian motor deficits),
sviluppato per valutare I'evidenza alla base
di un possibile legame meccanicistico tra
I’esposizione ai pesticidi e 'aumento del ri-
schio di malattia di Parkinson. Questi AOPs,
di cui il #3 approvato dal’lOECD, hanno for-
nito una base solida per lo sviluppo di stra-
tegie di valutazione nel contesto del Rego-
lamento Europeo per i Pesticidi 283/2013
e 1107/2009. Inoltre, la comprensione del
meccanismo ha aumentato la capacita di
interpretare gli studi osservazionali sull’'uo-
mo, definendo un collegamento plausibile
a un AO rilevante per 'uomo e quindi fa-
cilitando la contestualizzazione di questi
studi in un futuro processo di valutazione
del rischio.
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Sfide e Prospettive Future

Nonostante i numerosi vantaggi offerti
dagli AOPs, ci sono ancora alcune sfide
da affrontare. Molti AOP presenti su AOP-
Wiki, ad esempio, sono ancora incompleti
o mancano di informazioni dettagliate, li-
mitando il loro uso immediato in contesti
normativi. Tuttavia, il continuo sviluppo e
I'aggiornamento di questi modelli promet-
tono di superare questi limiti, rendendo gli
AOPs uno strumento sempre piu potente
nella tossicologia moderna.

Gli AOP, quindi, rappresentano una svol-
ta fondamentale nella comprensione dei
meccanismi di tossicita, fornendo un qua-
dro strutturato e scientificamente valido
per la valutazione del pericolo ed a sup-
porto della valutazione del rischio.
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Tutti i modelli sono shagliati,

ma alcuni sono utili

Luca Palazzolo, Ivano Eberini

Dipartimento di Scienze Farmacologiche e Biomolecolari, Universita degli Studi di Milano

I modelli PBPK (Physiologically Based
Pharmacokinetic) sono strumenti matema-
tici multi-compartimentali che simulano
i processi di assorbimento, distribuzione,
metabolismo ed escrezione (ADME) di
composti chimici, utilizzando dati fisiologi-
ci e biochimici. La loro complessita varia in
base alla natura del problema, partendo da
approcci semplici fino a modelli piu sofisti-
cati che rappresentano in modo dettaglia-
to le interazioni fisiologiche e anatomiche
del corpo. Questi modelli sono oggi am-
piamente utilizzati per prevedere le pro-
prieta farmacocinetiche (PK) di xenobioti-
ci, permettendo di rispondere a domande
cruciali come: “Quale sara la concentrazio-
ne di un composto in un determinato or-
gano nel tempo?” o “Come si puo adattare
il dosaggio di un farmaco quando si passa
dai modelli animali di laboratorio agli esseri
umani?”

Una delle loro applicazioni piu promettenti
€ nelllambito dei Nuovi Metodi Alternativi
(NAM), che mirano a ridurre I'impiego di

test /n vivo e a migliorare la valutazione del
rischio attraverso metodologie in vitro e in
silico. | modelli PBPK, in questo contesto,
forniscono un supporto cruciale per preve-
dere come una sostanza si distribuisca nel
corpo umano e quale possa essere il suo
impatto tossicologico. Grazie alla loro ca-
pacita di integrare dati sperimentali in vitro
e simulare la biocinetica umana, i modelli
PBPK migliorano la valutazione del rischio
con un approccio piu etico, efficace e ac-
curato.

Un esempio significativo dell’'uso dei mo-
delli PBPK nei NAM é la loro integrazio-
ne con i percorsi di esito avverso (AOP).
Questa combinazione consente una pre-
visione quantitativa della tossicita a livello
molecolare e cellulare, partendo dal primo
evento molecolare (MIE) fino agli effetti
avversi. Utilizzando dati fisiologici e bio-
chimici, quali la distribuzione tissutale e il
legame del composto a proteine e lipidi, i
modelli PBPK forniscono una stima accu-
rata della concentrazione di un composto
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in organi specifici, migliorando la capacita
di valutare i rischi a lungo termine per la
salute umana. Questo approccio € partico-
larmente utile per sostanze chimiche che
possono accumularsi nel tempo e causare
danni solo dopo esposizioni prolungate.

Nonostante i numerosi vantaggi, sviluppa-
re modelli PBPK richiede tempo e risorse,
poiché devono essere considerati nume-
rosi parametri fisiologici e biochimici che
possono variare tra le specie, tra gli indivi-
dui, e in base alle caratteristiche specifiche
del composto chimico in esame. Tuttavia,
grazie all’integrazione delle tecnologie di
apprendimento automatico e intelligenza
artificiale, & possibile automatizzare e ot-
timizzare molti aspetti della costruzione di
questi modelli, accelerando cosi lo svilup-
po di modelli PBPK robusti, anche con dati
sperimentali limitati.

| modelli PBPK possono rappresentare
esplicitamente diversi organi attraver-
so compartimenti. La scelta del numero
di compartimenti e della loro complessi-
ta dipende dall’obiettivo dello studio, dal
composto chimico in esame e dalla via di
somministrazione. Solitamente, i comparti-
menti includono organi chiave come fega-
to, reni, cuore e cervello. Attraverso equa-
zioni differenziali, si possono stimare le va-
riazioni di concentrazione di un composto
nel tempo nei diversi tessuti, permettendo
di prevedere la distribuzione e I'’elimina-
zione del composto dall’organismo. Ad
esempio, un modello specifico per il cer-
vello puo includere la barriera ematoen-
cefalica, importante per la distribuzione di
farmaci destinati al trattamento di malattie
neurologiche. Questa accuratezza si rivela
particolarmente utile nei NAM, dove le si-
mulazioni devono tenere conto di dettagli
fisiologici specifici per sostituire i test sugli
animali e fornire previsioni attendibili.

Grazie alla loro capacita di integrare dati
sperimentali in vitro e simulazioni in silico,
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i modelli PBPK sono un pilastro essenzia-
le nel contesto dei NAM. Forniscono una
base solida per I'estrapolazione dei dati in
vitro all’lambiente in vivo (IVIVE), rappre-
sentando accuratamente la cinetica e la di-
namica di sostanze chimiche all’interno del
corpo umano.

Un caso studio, per esempio, illustra come
i modelli PBPK siano stati utilizzati per
prevedere le concentrazioni di sostanze
chimiche durante lo sviluppo fetale, un’a-
rea particolarmente sensibile dove i test
sugli animali sono problematici e I'accura-
tezza delle previsioni & fondamentale per
proteggere la salute delle popolazioni piu
vulnerabili. Inoltre, I'uso dei modelli PBPK
nel combinare dati dose-risposta con AOP
anche in sistemi biologici complessi offre
nuove opportunita per migliorare la com-
prensione dei meccanismi alla base delle
malattie e per sviluppare migliori strumenti
predittivi per la tossicologia.

Ad oggi, i modelli PBPK offrono un ap-
proccio flessibile e altamente adattabile
che, combinato con l'intelligenza artificiale
e lapprendimento automatico, promette
di trasformare il modo in cui vengono con-
dotti gli studi di farmaco- e tossico-cineti-
ca. | modelli PBPK sono sempre piu usati
dalle agenzie regolatorie, come FDA ed
EMA, che li hanno applicati per valutare
I’efficacia e la sicurezza di nuovi farmaci e
che ne riconoscono il valore aggiunto nel-
la valutazione del rischio e nella determi-
nazione dei dosaggi ottimali. Tuttavia, ri-
mangono aperte le sfide per ottenere dati
sufficientemente accurati per stimare tutti
i parametri richiesti. Per questo motivo, &
importante che i modelli siano ben giusti-
ficati e documentati, con un’analisi detta-
gliata delle equazioni utilizzate.



GIT - Anno Il n. 2 - Novembre 2024

| modelli PBPK rappresentano quindi uno
strumento chiave per i NAM, facilitando la
riduzione dell’'uso di metodi tradizionali ba-
sati su modelli in vivo e contribuendo a una
scienza piu avanzata, etica e accurata nella
valutazione del rischio chimico e farmaco-
logico.
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Immagine di copertina

Dea lgea, figlia di Asclepio e di Lampeggia,
venerata come dea della salute. Veniva
raffigurata ora sotto I'aspetto di una giovane
donna prosperosa nell'atto di dissetare un
serpente, ora seduta con la mano sinistra
appoggiata a un'asta, mentre con laltra
mano porge una patera a un serpente che,
lambendola, si innalza da un’ara posta
davanti a lei.

Il culto era associato a quello del padre e di
Panacea, sua sorellastra. Oltre che dea della
salute (o del risanamento in generale), era la
divinita di ogni cosa pulita. A differenza del
padre, direttamente e unicamente associato
alla cura delle malattie, lgea veniva invece
associata alla prevenzione dalle malattie e al
mantenimento dello stato di salute.

La presenza del serpente € dovuta al fatto
che gli antichi attribuivano al rettile
intelligenza e sentimenti particolari:
suscitava grande impressione per la vita
misteriosa e sotterranea, per la capacita di
secernere veleni mortali, per la grande
velocita, nonché per I'abilita nell’ipnotizzare
le prede. Il serpente € comunque legato da
sempre al mondo della farmacologia: il suo
veleno, in minime dosi, rappresentava
spesso l'unico rimedio contro moltissime
malattie.

| frammenti in cui € scomposta I'immagine
rappresentano uno specchio che riflette le
diverse sfaccettature della nostra disciplina
(ambientale, clinica, preclinica, ecc.).

Siamo lieti di informarvi che SITOX & operativa anche sui principali canali social: Facebook e Twitter

Potete seguire le nostre attivita su questi canali:
Facebook: https//www.facebook.com/societa.tossicologia.sitox/
Twitter: http://twitter.com/sitoxita

Vi chiediamo di sostenere le attivita di comunicazione di SITOX, mettendo mi piace alla pagina
Facebook, seguendo il profilo Twitter e ricondividendo i post che ritenete interessanti per i vostri
contatti, in modo da ottenere maggior visibilita per le attivita di comunicazione della Societa.
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