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L’effetto topico L’effetto topico si sviluppa generalmente al sito di applicazione: 

la tossicocinetica ha un valore limitato. 

Una delle principali ragioni per il ritardo nello sviluppo di test di test di 

sostituzione per la tossicità sistemicasostituzione per la tossicità sistemica è la perdita delle 

informazioni tossicocinetiche che regolano le interrelazioni tra 

cellule, tessuti, e organi. Le colture cellulari perdono in coltura 

principalmente le competenze metaboliche. 
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principalmente le competenze metaboliche. 

Progressi sono stati fatti con cellule ingegnerizzate, colture 3D, 

mezzi arricchiti, ma il metabolismo è ancora in molti casi il collo di 

bottiglia dello sviluppo di metodi alternativi per la tossicità 

sistemica .

Ma perché è così importante? Ma perché è così importante? 



Principali vie di ingresso:

mucosa GI (via orale)

epitelio polmonare (via inalatoria)

cute (via dermale)

Principali vie di escrezione:

urinaria 

fecale (via biliare)

aria espirata

sudore

latte materno

Mezzi Mezzi 

acquosiacquosi

Mezzi Mezzi 

acquosiacquosi



La funzione delle reazioni di biotrasformazione è 

quella di aumentare la idrosolubilità aumentare la idrosolubilità degli xenobiotici, 

evitandone l’accumulo negli organismi  favorendone 

l’escrezione in

ambiente acquosoambiente acquoso
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Reazioni di fase IReazioni di fase I: inseriscono o smascherano gruppi 

funzionali (-OH, -NH
2
) 

Reazioni di fase IIReazioni di fase II: coniugano al parentale o al prodotto di 

reazione della fase I molecole endogene altamente solubili



        X                                         X* 
 

 

 

LIPOPHYLICITY                              HYDROPHILYCITY 

 

X more toxic than X*                  Detoxication reaction 

 

   

X less toxic than X*                    Bioactivation reaction 
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TOXIC CHEMICAL 
     --------------------------------------------------------------------- 

      X    X* 
     --------------------------------------------------------------------- 

METABOLISM           TOXICITY   TOXICITY 
       

        high 
 

         low  
  

 

 



BIOTRANSFORMATION   REACTIONS 

    PHASE I  The Phase I enzymes introduce a polar reactive 

group (-OH, -COOH, -NH2) into the xenobiotic, 

catalyzing oxidation, reduction and hydrolysis 

reactions 

  Oxidations: Alcohol and Aldehyde dehydrogenases 

 Aminooxidases 

 Flaving-Containing Monooxygenases 

Mixed function Oxidases (MFO) (Cytochrome P450)  
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Mixed function Oxidases (MFO) (Cytochrome P450)  

      

 RH  + O2                       R-OH  + H2O 

  Reductions:Nitro- and azo-reductions 

 MFO 

  Hydrolysis: Esterases 

Amidases 

Epoxide Hydrolases 

 

THE PRODUCTS OF PHASE I REACTIONS ARE SUITABLE 

SUBSTRATES FOR PHASE II ENZYMES 

NADPH +H
+
 NADP

+
 



Il citocromo P450

Il P450 è una famiglia multigenica di emoproteine che

catalizzano la mono-ossigenazione di substrati endogeni ed

esogeni

CYPCYP 22 EE 11
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Same gene familygene family : : sequence similarity >40%>40%
Same subfamilysubfamily : sequence similarity >55%>55%

Gene subfamilyGene subfamily

Gene Gene numbernumber

Gene familyGene family

CYPCYP 22 EE 11

CyCytochrome tochrome PP450450



•Un singolo CYP può metabolizzare diversi substrati con 

diversi gradi di affinità (K
m

) e con diversa velocità (V
max

) ed 

efficienza (Cl
i
= V

max
/K

m
)

•Uno xenobiotico può essere metabolizzato da 

diversi CYP che mostrano diversi gradi di affinità e 

con diversa efficienza .
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•I vari CYP mostrano in molti casi specificità di substrato 

sovrapponibili che possono dar luogo a interazioni tra 

sostanze chimiche. 

•I CYPs che metabolizzano gli xenobiotici appartengono 

alle famiglie 1-4.

con diversa efficienza .



2.0

3.0

4.0

VmaxVmax
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IDENTIFICAZIONE DI ATTIVITÀ ENZIMATICHE IDENTIFICAZIONE DI ATTIVITÀ ENZIMATICHE 
SPECIFICHESPECIFICHE

MODEL SUBSTRATES

Sostanze che sono specifici substrati per un enzima (o una 

isoforma) e vengono trasformati in prodotti facilmente 

dosabili  
CYP1A1 
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dosabili 
CYP1A1 

 

Ethoxyresorufin     Resorufin (prodotto fluorescente) 
 

CYP3A4 
          (Dosabile  

Eritrhromycin     Prodotto demetilato + HCHO     spettrofotometricamemte) 
    

Diversi CYP 
 

Testosterone    Vari Idrossi-testosterone  (HPLC) 

  



INDIRETTAINDIRETTA

Studi degli effetti prodotti dai metaboliti reattivi ( perossidazione lipidica, 

addotti covalenti con costituenti cellulari, effetti mutageni, altri tipi di effetti 

avversi) 

DIRETTADIRETTA (GC, HS/GC, 

HPLC, HPTLC, GC/MS-MS, 

LC/MS-MS, Analisi 

Fluorimetrica  o 

spettrofotometrica)

Trapper dei  Radicali (ESR)

DETERMINAZIONE DEI DETERMINAZIONE DEI 

METABOLITIMETABOLITI
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avversi) 

PRESENZA E LOCALIZZAZIONE DI ENZIMIPRESENZA E LOCALIZZAZIONE DI ENZIMI

Elettroforesi/ immunoblotting o altre tecniche immunoistochimiche



THE PRODUCTS OF PHASE I REACTIONS ARE SUITABLE 

SUBSTRATES FOR PHASE II ENZYMES 

 

PHASE II The Phase II enzymes catalyze the conjugation of 

the xenobiotic (altered by Phase I enzyme or not) with 

a highly hydrophilic endogenous chemical.  
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Ex: Glutathione transferases (GSH Gkutatione ridotto)  

UDP-Glucuronyl Transferases (Acido glucuronico) 

Solfotransferases (Gruppo solfato) 

N-Acetyl Transferases (Gruppo acetile) 

 



Negli studi di tossicità sono spesso utilizzate dosi di Negli studi di tossicità sono spesso utilizzate dosi di 

trattamento elevatetrattamento elevate

Le cinetiche enzimatiche non sono lineari ma hanno andamenti a 

saturazione

Alle dosi alte pathway possono diventare predominanti metabolici 

minori alle basse dosi 
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XX

E1- Km1 Xm1Xm1

E2- Km2 Xm2Xm2

Km1<<Km2  E1 è molto più 

affine di E2 e lavora a conc<   

Se solo Xm2 è tossico, gli effetti 

saranno evidenti solo ad alte 

conc.



Xm2Xm2

XX
Livello 2Livello 2
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Xm1Xm1

Livello 1Livello 1



I sistemi in vitro per il metabolismo di xenobiotici  I sistemi in vitro per il metabolismo di xenobiotici  

Enzimi purificati (necessità di ricostituire il sistema)

Enzimi ricombinanti (in sistemi di espressione eterologa- geni che 

codificano per gli enzimi vengono inseriti nel DNA di cellule di batteri, 

lieviti, insetti, mammiferi a seconda delle necessità)

Frazioni subcellulari : omogenati, S9, nuclei, mitocondri, microsomi 
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Frazioni subcellulari : omogenati, S9, nuclei, mitocondri, microsomi 

(reticolo endoplasmatico), citosol da organi diversi e specie diverse, 

uomo incluso.

Cellule isolate in coltura primaria (epatociti, cellule renali) 

Linee cellulari immortalizzate

Fettine di organo

Organi isolati perfusi



Enzimi ricombinanti Enzimi ricombinanti 

V.1V.1 Utili per l’identificazione di metaboliti diversi (incubazione 

enzimatica seguita da diversi sistemi di rivelazione : HPLC, HPTLC, GC, 

GC/MS, LC/MS, end-point biologici, ESR….)

V.2 V.2 Utili per l’identificazione dei CYP (o altri enzimi) responsabili della 

formazione di un dato metabolita.

V.3 V.3 Utili per il calcolo delle costanti cinetiche, inclusa la clearance 

I sistemi in vitro per il metabolismo di xenobiotici  I sistemi in vitro per il metabolismo di xenobiotici  
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V.3 V.3 Utili per il calcolo delle costanti cinetiche, inclusa la clearance 

intrinseca per un calcolo semiquantitativo del contributo del singolo 

CYP al metabolismo epatico

V.4V.4 Utili in studi di inibizione per la stima di DDI

V.5   V.5   Reperibilità illimitata

S.1S.1 E’ presente un solo step del metabolismo 

S.2 S.2 Si perdono gli effetti competitivi di enzimi diversi per lo stesso 

substrato



MicrosomiMicrosomi //citosolcitosol didi varievarie speciespecie (incluso(incluso l’uomo)l’uomo)
VV..11 Utili per l’identificazione di metaboliti diversi

V.2V.2 Utili per l’identificazione dei CYP (o altri enzimi) responsabili della 

formazione di un dato metabolita, attraverso studi di inibizione specifica 

con anticorpi e inibitori chimici

V.3 V.3 Utili in studi di inibizione per la previsione di interazioni

CorsoCorso CosmeticiCosmetici Milano 2013Milano 2013

V.4V.4 Si testano isoenzimi diversi simultaneamente (effetti competivi)

V.5 V.5 Limitatamente utile per il calcolo delle costanti cinetiche.

S.1S.1 Solo uno step del metabolismo è presente 

S.2S.2 Reperibilità limitata (solo nel caso di quelli umani)

V.6V.6 Reperibilità elevata (ad esclusione degli umani)



EpatocitiEpatociti inin colturacoltura primariaprimaria

V.1V.1 Presenza degli enzimi del metabolismo di fase I e fase II

V.2V.2 Utile per l’identificazione di metaboliti di coniugazione

V.3V.3 Possibilità di calcolare la clearance epatica dai dati di scomparsa 

del substrato nel mezzo di coltura
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del substrato nel mezzo di coltura

V.4V.4 Possono essere condotti studi di induzione

S.1S.1 Disponibilità limitata

S.2 S.2 Calo di alcune attività enzimatiche nel tempo (es:P450) ma non 

di altre.



I sistemi in vitro permettono di tenere sotto controllo tenere sotto controllo una serie 

di variabilivariabili e di manipolarlemanipolarle per dimostrare la veridicità di una 

ipotesi di lavoro.

E’ possibile: 

Indurre selettivamente Indurre selettivamente alcuni enzimi aumentandone 

l’espressione 
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l’espressione 

Inibire selettivamente Inibire selettivamente alcuni enzimi diminuendone l’attività, sia 

con inibitori chimici specifici (es: furafillina inibitore di CYP1A1) 

che con anticorpi (immunoprecipitazione).

Lavorare con enzimi ricombinanti e con banche di preparazioni 

subcellulari/cellule umane con caratteristiche enzimatiche note e 

diverse.



� Le informazioni disponibili sulle capacità metaboliche di 

intestinointestino e e fegatofegato, i due organi maggiormente coinvolti

dopo esposizione orale, sono molto abbondanti.

� Sono disponibili anche informazioni relative ai polmonipolmoni

come via di ingresso di sostanze respirabili.

�Nonostante la pellepelle sia l’organo più ‘esteso’ del nostro

corpo le sue capacità metaboliche sono spesso ignorate
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corpo le sue capacità metaboliche sono spesso ignorate

�Ma nella pelle umana sono infatti espressi :  cytochromes 

P450, flavin monooxygenases, glutathione-S-transferases, 

N-acetyl-transferases and sulfotransferases. 

� Le differenze rispetto ad altre specie animali possono

essere trovate in Oesch et al. (2007) 



22
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Da: C. K. Svensson Biotransformation of Drugs 

in Human Skin DRUG METABOLISM AND 

DISPOSITION Vol. 37, No. 2 :247–253, 2009



� Molte evidenze di espressione di enzimi metabolici

� Evidenze più scarse relativamente ad attività

� Evidenza di capacità metaboliche ex-vivo in ‘cultured skin cells’ o ‘skin 

explants’ relative a N-acetylation,N-hydroxylation e sulfation

� Un unico esempio di metabolismo in vivo : usando la tecnica della

microdialisi in volontari è stata dimostarta la trasformazione del 

methylsalicylate a salicylate dopo applicazione topica (Cross et al. 1998) . 
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Il Il metabolismometabolismo nellanella pellepelle puòpuò ridurreridurre la la biodisponibilitàbiodisponibilità sistemicasistemica delladella

sostanzasostanza parentaleparentale ((ancheanche se se questoquesto ‘first pass’ è ‘first pass’ è quantitativamentequantitativamente non non 

paragonabileparagonabile a a quelloquello epaticoepatico//intestinaleintestinale) e ) e permetterepermettere l’ingressol’ingresso in in circolocircolo

deidei suoisuoi metabolitimetaboliti

A seguito di incubazioni di cheratinociti, fibroblati cutanei e cellule dendritiche 

con dapsone o sulfamethoxazole sono stati misurati addotti proteici 

determinati con tecniche immunochimiche 



E’ stato ipotizzato che la bioattivazione nella pelle possa rappresentare un 

passaggio ‘critico’ nello sviluppo di reazionireazioni immunitarieimmunitarie (es: sensibilizzazionesensibilizzazione

cutaneacutanea) a sostanze somministrate sia per via topica che per via sistemica. 
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Da: C. K. Svensson DMD 37, 2 :247–253, 2009



I modellimodelli di di pellepelle 3D 3D consistono di cheratinociti umani lasciati crescere

all’interfaccia aria–liquido in un tessuto multistratificato tridimensionale. 

Un recente lavoro ha comparato le capacità metaboliche di 

� pelle umana ex vivo, 

� un modello 3D disponibile in commercio EpiDerm (EPI-200), 

� cheratinociti umani primari (NHEK)

� linee cellulari immortalizzate di cheratinociti in monostrato (HaCaT e 

NCTC 2544)
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I livelli costitutivi di CYPCYP sono molto molto bassibassi ma ma similisimili nei microsomi da 

pellepelle umanaumana e da EPIe da EPI--200200,  mentre le attività della COX e di fase due 

glutathione S-transferase, UDP-glucuronosyltransferase e N-

acetyltransferase sono rilevanti e simili nei vari modelli testati , incluse

le cellule in monostrato. 

I risultati con le cellule in monostrato relativi alla fase I sono diversi dal 

tessuto ex-vivo e anche tra loro e conseguentemente il loro uso in test 

di tossicità cutanea deve essere attentamente valutato in questa ottica.



MicrosomiMicrosomi

epatici epatici 

umani umani 

MicrosomiMicrosomi

Pelle Pelle 

Umana Umana 

MicrosomiMicrosomi

CYP2B

CYP3A

CYP1

CYP1/2
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MicrosomiMicrosomi

da da 

EpiDermEpiDerm

CYP3A

CYP3A



GST UDPGT NAT
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Livelli paragonabili sono stati identificati in cellule in monostrato

C. Götz et al. Experimental Dermatology, 

2012, 21, 358–363 Phase I

C. Götz et al. Experimental Dermatology, 

2012, 21, 364–369 Phase II





• i geni codificanti per gli enzimi del metabolismo e del riparo del 

Il polimorfismoIl polimorfismo
• è un carattere ereditabile stabile  

• ha una frequenza nella popolazione > 1%

• non interessa prodotti genici coinvolti in funzioni  vitali, nel 

comportamento sessuale e nello sviluppo
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• i geni codificanti per gli enzimi del metabolismo e del riparo del 

DNA sono in gran parte polimorfici

Forte vantaggio evolutivo                               biodiversità nella rispostaForte vantaggio evolutivo                               biodiversità nella risposta



Polimorfismo genetico Alleli diversi per un enzima  

(frequenza >1%)

N° of subjects

CYPCYP22DD66**11

CYP 2D6*2XNCYP 2D6*2XN

Lack of activity:

CYP 2D6*4

CYP 2D6*5

Other variant alleles

Wt Wt 

allelesalleles
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CYP 2D6*2XNCYP 2D6*2XN Other variant alleles

11

22
33

Metabolic ratio Drug/Metabolite

1 UM 1 UM UltrarapidUltrarapid MetabolizersMetabolizers 2  EM 2  EM ExtensiveExtensive MetabolizersMetabolizers

3 PM 3 PM PoorPoor MetabolizersMetabolizers



Conseguenze del polimorfismo metabolicoConseguenze del polimorfismo metabolico

Inadeguatezza delle 

terapie farmacologiche
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Assenza di 

terapia

Comparsa di effetti 

collaterali



LivelloLivello didi tossicitàtossicità

Livello di efficaciaLivello di efficacia

MetabolismoMetabolismo
lentolento

Finestra TerapeuticaFinestra Terapeutica

Concentrazione sanguigna

Metabolismo rapidoMetabolismo rapido

MetabolismoMetabolismo normalenormale
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Livello di efficaciaLivello di efficacia

Tempo

Metabolismo rapidoMetabolismo rapido
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Conseguenze del polimorfismo metabolicoConseguenze del polimorfismo metabolico

Maggiore (o minore) 

suscettibilità individuale suscettibilità individuale a 

effetti tossici e stati 

patologici ad etiologia 

ambientale

Inadeguatezza delle terapie 

farmacologiche

Assenza di terapia
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Identificazione di gruppi a Identificazione di gruppi a 

rischio nella popolazione rischio nella popolazione 

espostaesposta

Assenza di terapia

Comparsa di effetti 

collaterali
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