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NOTE PER LA CONSULTAZIONE

Il presente lavoro raccoglie le Presentazioni orali e i Poster dei contributi scientifici
presentati al Congresso.

Le Presentazioni orali sono divise per ogni singola giornata in:

— Lettura Magistrale (Aula Pocchiari)

— Sessioni Plenarie (Aula Pocchiari)

— Sessioni parallele, numerate da I a VI (Aula Pocchiari, Aula Bovet, Aula Marotta,
Aula Dipartimento di Ambiente).

I Poster sono numerati in ordine crescente e consecutivo nelle giornate del Congresso.

Viene di seguito riportato un Programma schematico al fine di facilitare la
comprensione dell’organizzazione di tutti i momenti scientifici del Congresso.

Alla fine del volume ¢ presente un indice degli autori di ogni singolo contributo.



PROGRAMMA SCHEMATICO

AULA BOVET

Prima sessione

12.00
Xenobiotici e rischio
cancerogeno

Seconda sessione

15.00
Nuove acquisizioni sui
meccanismi neurobiologici
e neurotossicologici
delle sostanze d’abuso

Terza sessione

17.30
Tossicologia in vitro

Lunedi 6 febbraio
AULA POCCHIARI

Lettura Magistrale

17.00
Genetic polymorphism of drug
metabolizing enzymes:
implications for drug response
and xenobiotic toxicity

Martedi 7 febbraio

Sessione Plenaria

08.30
La sicurezza chimica:
innovazioni e nuove sfide

11.30

The world library of toxicology, il
portale mondiale di tossicologia

Prima sessione

12.00
Tossicita d’'organo

13.30
Presentazione Poster

Seconda sessione

15.00

Valutazione del rischio
nell’esposizione professionale e

ambientale a benzene:

studio dei meccanismi di
attivazione e tossicita e degli
indicatori di esposizione, effetto
e suscettibilita

Terza sessione

17.30
Neurotossicita

AULA MAROTTA

Prima sessione

12.00
Effetti di lungo termine di danno
ontogenetico su indici
neurocomportamentali:
modelli animali

Seconda sessione

15.00
Xenobiotici nella catena
alimentare

Terza sessione

17.30
Qualita dell'ambiente e
protezione salute

In contemporanea per tutto il corso della giornata presso il Dipartimento di Farmacologia dell’Universita La
Sapienza di Roma si terra il Simposio Satellite di Tossicologia Clinica-Corso ECM “Cocaina, ecstasy e
amfetamine 2006: la presa in carico del paziente intossicato”

vi



AULA DIPARTIMENTO DI
AMBIENTE

Quarta sessione

11.30
Stili di vita: fumo, alcool e droghe
d'abuso

Quinta sessione

14.30
Nuovi modelli sperimentali per lo
studio della tossicita della
riproduzione e dello sviluppo

Mercoledi 8 febbraio

AULA POCCHIARI

Sessione Plenaria

08.30
La Sicurezza dei prodotti
farmaceutici: innovazioni e nuove
sfide

Quarta sessione

11.30
Pesticidi: dalla ricerca al controllo

13.00
Presentazione Poster

Quinta sessione

14.30
Nuove prospettive nell'utilizzo di
composti di origine naturale per la
prevenzione di eventi tossici

17.15
Assemblea SITOX

AULA MAROTTA

Quarta sessione

11.30
Stress ossidativo

Quinta sessione

14.30
Meccanismi molecolari di morte
cellulare

Aula Bovet. In contemporanea dalle 8.45 alle 17.30 si svolgera una giornata dal titolo: “La tossicologia
clinica nel panorama sanitario italiano ed europeo” (Referente Scientifico: C. Locatelli)

vii



Giovedi 9 febbraio

AULA BOVET AULA POCCHIARI

Sessione Plenaria

09.30
dedicata a Marvin S. Legator

Sesta sessione Sesta sessione
11.30 11.30
Tossicologia clinica: Aspetti regolatori nello sviluppo
intossicazioni acute e centri di nuove molecole
antiveleni
13.15

Presentazione Poster

14.15
Discussione Poster
e Premio Bronzetti

15.15
Tavola Rotonda: L'adeguatezza
degli attuali protocolli di
valutazione per la sicurezza di
sostanze chimiche e farmaci

16.45
Conclusioni e chiusura del
Congresso

viii

AULA MAROTTA



PROGRAMMA

Lunedi, 6 febbraio 2006

14.00
16.00

17.00

18.30

Registrazione dei partecipanti

Cerimonia di Apertura

Lettura Magistrale. Genetic polymorphism of drug metabolizing enzymes:
implications for drug response and xenobiotic toxicity

M. Ingelman-Sundberg

Cocktail di benvenuto

Martedi, 7 febbraio 2006

Sessione Plenaria Aula Pocchiari
LA SICUREZZA CHIMICA: INNOVAZIONI E NUOVE SFIDE

Moderatori: G. Cantelli Forti, L. Gramiccioni

08.30

09.00

09.30

10.00

10.30

11.00

11.30

La politica delle sostanze chimiche: passato, presente e futuro
P. Di Prospero

L’approccio dell’Agenzia Europea per la Sicurezza Alimentare (EFSA)
per la valutazione dei cancerogeni genotossici
R. Crebelli

Contaminanti organici persistenti e salute umana: problematiche emergenti
E. De Felip

Interazioni tra xenobiotici e valutazione del rischio di esposizioni combinate:
una sfida per il futuro
E. Testai

Sostanze cancerogene eThreshold of Toxicological Concern (TTC)
C.L. Galli

Intervallo

Portale Tox. The world library of toxicology - il portale mondiale di tossicologia
M. Marinovich, M. Della Seta, C. Calicchia



Prima Sessione Aula Pocchiari
TOSSICITA D'ORGANO

Moderatori: E. Chiesara, P. Preziosi

12.00

12.15

12.30

12.45

13.00

13.15

Sviluppo e validazione di un nuovo modello sperimentale di aritmia indotta
da ouabaina nel ratto anestetizzato
ML.F. Cometa, P. Campolongo, V. Trezza, M. Palmery

L’attivita della PARG media il danno intestinale indotto da occlusione
e riperfusione dell’arteria splancnica

S. Cuzzocrea, R. Di Paola, E. Mazzon, U. Cortes, T. Genovese, C. Muia, W.
Li, W. Xu, J.H. Li, J. Zhang, Z.Q. Wang

Ruolo dei ligandi endogeni ed esogeni per PPAR-« (Peroxisome Proliferators
Activated Receptors alpha) nello sviluppo del danno polmonare
indotto da bleomicina

T. Genovese, E. Mazzon, R. Di Paola, C. Muia, C. Crisafulli, A.P. Caputi, S.
Cuzzocrea

Cardiovascular Safety Pharmacology: un approccio integrato
A. Morisetti, S. Bussi

Il prolungamento dell’intervallo QT: azioni e reazioni
R. Bertini Malgarini, A. Meneguz, P. Tucci, G. Pimpinella

Effetti dell’ossigenoterapia iperbarica sulla cascata coagulativa in un modello
sperimentale di sindrome da insufficienza multiorgano

F. Imperatore, W. Filippelli, D. De Lucia, G. Liguori, M. Sessa, C. Luongo, L.
Lambiase, M. Capuano, B. Rinaldi, A. Filippelli, F. Rossi

Prima Sessione Aula Bovet
XENOBIOTICI E RISCHIO CANCEROGENO

Moderatori: A. Carere, M. E. Fracasso

12.00

12.15

12.30

Cancerogenesi e genotossicita del furano
A. Carere

Frammentazione del DNA indotta in cellule di polmone di ratto e umane da cinque
composti chimici cancerogeni per il polmone di ratto
D. Baroni, L. Robbiano

Considerazioni sull’incapacita della batteria standard dei test di genotossicita
di identificare alcuni cancerogeni genotossici
A. Martelli, G. Brambilla



12.45

13.00

13.15

Effetto genotossico di alcuni calcio antagonisti e dei loro nitrosoderivati
M. Gosmar, V. Manfredi, C. Garbero, N. Trucco, A. Martelli

Foci privi di mucine (MDF) come biomarcatori della cancerogenesi colica
in ratti indotti col cancerogeno colon specifico 1,2 dimetilidrazina
A. P. Femia, M. Salvadori, P. Dolara, C. Bottini, L. Tessitore, G. Caderni

Caratterizzazione delle varianti di splicing della DNA polimerasi beta
nel cancro gastrico
V. Simonelli, M. D’Errico, P. Fortini, C. Sapeva, D. Palli, E. Dogliotti

Prima Sessione Aula Marotta

EFFETTI DI LUNGO TERMINE DI DANNO ONTOGENETICO SU INDICI
NEUROCOMPORTAMENTALI: MODELLI ANIMALI

Moderatori: E. Alleva, L.G. Costa

12.00

12.15

12.30

12.45

13.00

13.30

Introduzione

Modelli sperimentali predittivi di vulnerabilita nell’uomo: criticita per il Terzo
Millennio

E. Alleva, 1. Branchi

Neurodegenerazione dopo ipossia-ischemia durante lo sviluppo cerebrale:
decorso temporale e opportunita terapeutiche
W. Balduini

Rischio multifattoriale di disordini neurocomportamentali in eta evolutiva
G. Calamandrei

Xenoestrogeni: effetti neurocomportamentali a lungo termine nel ratto
F. Dessi-Fulgheri, D. Della Seta, V. Belloni, F. Farabollini

Glucocorticoidi perinatali e “programmazione” a lungo termine
A. Catalani, P. Casolini, S. Maccari

Presentazione Poster e Pranzo

Seconda Sessione Aula Pocchiari

VALUTAZIONE DEL RISCHIO NELL'ESPOSIZIONE PROFESSIONALE
E AMBIENTALE A BENZENE: STUDIO DEI MECCANISMI

DI ATTIVAZIONE E TOSSICITA E DEGLI INDICATORI DI ESPOSIZIONE,
EFFETTO E SUSCETTIBILITA

Moderatori: V. Foa, P. Hrelia, M. Manno (coordinatore)
Rapporteur: L. Manzo

Xi



15.00

15.05

15.20

15.35

15.50

16.05

16.20

16.35

16.50

Presentazione del progetto e introduzione
M. Manno

Effetto del trattamento subcronico con benzene in topi C57BL
S. Dragoni, G. Materozzi, G. Curci, P. Franceschetti, D. Doria, M.E. Fracasso,
M. Valoti

Monitoraggio ambientale e biologico dell’esposizione a benzene
G.B. Bartolucci, M. Carrieri, P. Piccoli, P. Gori, I. Macca, M.L. Scapellato,
P. Franceschetti, M.E. Fracasso, L. Soleo, M. Manno

Esposizione a basse dosi di benzene: correlazioni fra marker d’esposizione
e marker d’effetto

M.E. Fracasso, P. Franceschetti, D. Doria, G.B. Bartolucci, M. Carrieri, P.
Lovreglio, A. Ballini, M. Manno, L. Soleo

Aberrazioni cromosomiche (CA) e indice proliferativi (PI) in un gruppo di addetti
al rifornimento di carburante esposti a basse dosi di benzene

L. Soleo, P. Lovreglio, A. Ballini, G.B. Bartolucci, M. Carrieri, P. Franceschetti,
D. Doria, M. Manno, M.E. Fracasso

Biomarcatori genetici e di suscettibilita per la valutazione del rischio da benzene
ambientale in agenti di polizia

F. Maffei, S. Angelini, F. Carbone, G. Cantelli Forti, R. Kumar, K.
Hemminki, F.S. Violante, P. Hrelia

Metodi analitici per la determinazione di benzene urinario, acido
fenilmercapturico e addotti emoglobinici quali biomarcatori dell’esposizione
a benzene: ottimizzazione, confronto e applicazioni

P. Basilicata, N. Miraglia, G. Genovese, R. Guadagni, A. Simonelli, M. Pieri,
L. Castiglia, A. Acampora, N. Sannolo

Fenotipizzazione in vivo del CYP 2E1: una nuova metodica per il monitoraggio
biologico nell’esposizione occupazionale e sperimentale a benzene

P. Piccoli, M. Carrieri, F. Salamon, G.B. Bartolucci, M. Manno

Conclusioni del Rapporteur

Seconda Sessione Aula Bovet

NUOVE ACQUISIZIONI SUI MECCANISMI NEUROBIOLOGICI
E NEUROTOSSICOLOGICI DELLE SOSTANZE D’ABUSO

Moderatori: V. Cuomo, P. Nencini

15.00

Meccanismi neurobiologici della dipendenza da nicotina
W. Fratta

Xii



15.25

15.50

16.15

16.40

Ruolo dei metaboliti nella dipendenza da eroina
L. Antonilli, A. Badiani, P. Nencini

Recidiva nell’abuso di alcol dopo estinzione: modelli sperimentali e meccanismi
neurochimici
M. Massi, D. Econonidou, A. Cippitelli, C. Cifani, R. Ciccocioppo

La somminstrazione di metilfenidato in ratti adolescenti determina modifiche
a breve e a lungo termine sui processi cerebrali del rinforzo e I’espressione
genica nella regione dello striato

G. Laviola, W. Adriani, D. Leo, D. Greco, U. di Porzio, C. Perrone-
Capano

Esposizione a cannabinoidi in fasi ontogenetiche precoci
S. Gaetani, V. Cuomo

Seconda Sessione Aula Marotta
XENOBIOTICI NELLA CATENA ALIMENTARE

Moderatori: M. Miraglia, P. Restani

15.00

15.15

15.30

15.45

16.00

16.15

Problemi di controllo qualita e sicurezza di integratori alimentari
e preparazioni magistrali contenenti estratti di Coleus forskholii
P. Restani, K. Marangon, M.L. Colombo

Esposizione alimentare a policlorodibenzo-p-diossine, policlorodibenzofurani,
e policlorobi-fenili in Italia
E. Fattore, R. Fanelli, A. Turrini, A. di Domenico

Residui di eritromicina nella trota iridea d’acquacoltura
A. Esposito, L. Fabrizi, D. Lucchetti, E. Guandalini, L. Marvasi, E. Coni

L’effetto dell’Aflatossina B1 (AFB1) sull’attivita dell’Acetilcolinesterasi
(AChE) rappresenta un nuovo approccio allo studio delle aflatossicosi in vitro
e in vivo nel topo

ML.F. Cometa, P. Lorenzini, M.T. Volpe, S. Fortuna, L. Parisi, M. Palmery, A.
Meneguz

Acrilammide assunta attraverso la dieta o I’acqua da bere: biodisponibilita
relativa nel suino
F. Aureli, D. Lucchetti, M. Di Pasquale, L. Fabrizi, P. Aureli, E. Coni

Effetto dell’etanolo presente nel vino rosso nell’assorbimento della quercetina

in intestino isolato di ratto
S. Dragoni, J. Gee, R. Bennett, M. Valoti, G. Sgaragli

Xiii



16.30

16.45

17.00

Octilfenolo e nonilfenolo in prodotti ittici del Mar Tirreno: valutazione
dell’esposizione e del rischio per la popolazione Italiana
F. Ferrara, N. Ademollo, M. Delise, F. Fabietti, E. Funari

Effetti di due fusariotossine su cellule Jurkat: studio in vitro
D. Luongo, L. Severino, P. Bergamo, R. De Luna, A. Lucisano, M. Rossi

Intervallo

Terza Sessione Aula Pocchiari
NEUROTOSSICITA

Moderatori: G. Calamandrei, E. Corsini

17.30

17.45

18.00

18.15

18.30

18.45

BDNF (Brain Derived Neurothrophic Factor) come esecutore dell’effetto
neuroprotettivo di eritropoietina

S. Bartesaghi, B. Viviani, E. Corsini, P. Villa, P. Ghezzi, A. Garau, C.L. Galli,
M. Marinovich

Esposizione perinatale a Delta-9-tetraidrocannabinolo nel ratto: effetti
comportamentali e neurochimici

P. Campolongo, T. Cassano, V. Trezza, M.G. Morgese, L. Ferraro, S.
Tanganelli, V. Cuomo

Ruolo dello scambiatore Na+-Ca2+ nell’incremento di calcio intracellulare
e nel danno neuronale indotti dai policlorurati bifenili in cellule di
neuroblastoma umano SH-SY5Y

S. Magi, P. Castaldo, G. Carrieri, G. Di Renzo, S. Amoroso

IL-beta e recettore NMDA concorrono nella neurotossicita indotta dalla
glicoproteina del virus HIV, GP120

B. Viviani, F. Gardoni, S. Bartesaghi, E. Corsini, C.L. Galli, M. Di Luca,
M. Marinovich

Il farmaco antiblastico idrossiurea induce I’espressione genica di citochine
pro-infiammatorie in espianti ipotalamici e in colture primarie di astrociti
e microglia di ratto

P. Navarra, G. Tringali, A.S.C. Fabricio, M.L. De Simone, M. Vairano,
G. Pozzoli, P. Preziosi

Riduzione, nel ratto, delle concentrazioni di BDNF (Brain-Derived

Neurotrophic Factor) indotta da steroidi anabolizzanti
S. Scaccianoce, S. Pace, G.I. Togna

Xiv



Terza Sessione Aula Bovet
TOSSICOLOGIA IN VITRO

Moderatori: P. Prieto, A. Stammati

17.30

17.45

18.00

18.15

18.30

Nuovi strumenti per studi di relazioni struttura-attivita
R. Benigni, C. Bossa

Il COMET test quale mezzo di evidenza del danno apoptotico
L. Marabini, S. Frigerio, E. Chiesara, S. Radice

Studi in vitro sulle interazioni fra fluorochinoloni e enzimi farmaco-metabolizzanti
epatici nel coniglio e nel ratto
M. Cantiello, M. Dacasto, M. Carletti, P. Cagnardi, S. Carli, C. Nebbia

Confronto tra due test in vitro per la valutazione del potenziale emolitico:
approccio statico e dinamico
A. Casartelli, M. Bonato, I. Masotto, L. Vandin

Monografia OCSE Nol4: aspetti critici, punti di discussione e future prospettive
S. Cinelli, M.M. Brunetti, A. Mosiello

Terza Sessione Aula Marotta
QUALITA DELL’AMBIENTE E PROTEZIONE SALUTE

Moderatori: S. Marchini, C. Zaghi

17.30

17.45

18.00

18.15

18.30

Valori di riferimento per gli elementi in traccia in una popolazione urbana
B. Bocca, G. Forte, A. Pino, C. D’Ippolito, A. Alimonti

Mediatori dell’infiammazione in cellule RAW 264.7 indotti dal trattamento con
particolato atmosferico (PM)
R. Pozzi, F.R. Cassee, B. Brunekreef, T. Sandstrom, C. Guastadisegni

COLUMBA LIVIA come specie sentinella di effetti tossici da inquinamento
atmosferico urbano
N. Prato, F. Orsi, M. Tringalli, A. Santagostino

Monitoraggio numerico del materiale particolato nell’aria della citta di Torino in
presenza/assenza di limitazioni al traffico veicolare
F. Casale, G. Nieddu, E. Burdino, G. Ugazio

Progetto database ecotossicologico nazionale: prime elaborazioni
N. Cerioli, D. Vagaggini, E. Cherubini

XV
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Sessione Plenaria Aula Pocchiari

LA SICUREZZA DEI PRODOTTI FARMACEUTICI: INNOVAZIONI
E NUOVE SFIDE

Moderatori: M. Massotti, S. Raimondo

08.30

09.00

09.30

10.00

10.30

11.00

Terapie innovative: esistono nuovi modelli sperimentali adeguati?
S. Fais

Epatotossicita: nuovi approcci per una valutazione precoce del danno
A. Meneguz

Medicinali per uso pediatrico: rilevanza dell’impiego di animali giovani
negli studi non clinici
L. Braghiroli, M.G. Leone, A. Meneguz

Biotecnologie immunologiche e loro applicazioni
M. Cianfriglia, M. Flego, A. Ascione

Attivita investigative a supporto degli studi regolatori nello sviluppo tossicologico
del farmaco
G. Dal Negro

Intervallo

Quarta Sessione Aula Pocchiari

PESTICIDI: DALLA RICERCA AL CONTROLLO
Moderatori: P. Cavallaro, E. Testai

11.30

11.45

12.00

Effetti immunomodulatori dell’erbicida propanil sul rilascio di citochine: studi
in vivo € in vitro
E. Corsini, S. Birindelli, M. Marinovich, C.L. Galli, C. Minoia, C. Colosio

L’esposizione pre- e post-natale al clorpirifos induce alterazioni a lungo termine
nella reattivita locomotoria e nelle risposte a stimoli sociali in topi CD1
L. Ricceri, A. Venerosi, F. Capone, E. Alleva, G. Calamandrei

La bioattivazione del fenthion catalizzata da CYP e FMO umani ricombinanti
C. Leoni, F.M. Buratti, E. Testai
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12.15

12.30

12.45

Valutazione dell’esposizione della popolazione italiana ai fitofarmaci attraverso
il consumo di acqua destinata al consumo umano

L. Fava, E. Alonzo, S. Finocchiaro, C. Strumia, V. Rossino, A. Martinelli, D.
Bartoli, A. Ferronato, G. Sartori, L. Broglia, P.G. Cala, A. Franchi, M. Fardella,
S. Scardala, M.A. Orru, E. Funari

Aspetti applicativi della Direttiva Preparati Pericolosi: le ricadute sui preparati
fitosanitari seguito del processo di riclassificazione
M. Rubbiani, L. Fornarelli, S. Bascherini, R. Binetti

Sorveglianza delle intossicazioni acute da antiparassitari: osservazioni effettuate
nel 2004

L. Settimi, F. Davanzo, I. Marcello, A. Russo, C. Locatelli, I. Cilento, M.L.
Farina, L. Faraoni, P. Maiozzi, A. Crobe, P. Carbone

Quarta Sessione Aula Marotta
STRESS OSSIDATIVO

Moderatori: W. Malorni, F. Rossi

11.30

11.45

12.00

12.15

12.30

12.45

Ruolo delle ERK1/2 nel meccanismo di sopravvivenza mediato dall’acido
arachidonico in cellule U937 esposte al perossinitrito
L. Cerioni, O. Cantoni

Le catechine, scavenger naturali di radicali liberi, come prevenzione dei danni
indotti dall’ocratossina A, su una linea cellulare di rene di maiale
S. Costa, R. Cervellati, E. Speroni, A. Utan, M.C. Guerra

Il consumo giornaliero di olio di oliva ad alto contenuto di fenoli antiossidanti
riduce il danno ossidativo al DNA in linfociti umani

L. Giovannelli, V. Pitozzi, S. Salvini, D. Palli, D. Caruso, F. Visioli, N. Mulinacci,
P. Dolara

Effetto antiossidante della creatina in cellule di mammifero in coltura
P. Sestili, C. Martinelli, G. Piccoli, D. Agostini, G. Bravi, A.M. Gioacchini, E.
Falcieri, R. Curci, M. Battistelli, V. Stocchi

Effetti dell’esercizio fisico prolungato sull’espressione di superossido dismutasi
e heat shock protein in cuori di ratti anziani

S. Boccuti, G. Corbi, N. Ferrara, B. Rinaldi, D. Cappetta, M. Capuano, F. Rossi,
A. Filippelli

Il blocco dei recettori mGlul del glutammato previene I’azione pro-apoptica

e iperalgesica dei ROS in un modello murino di dolore neuropatico
C. Fuccio, D. Siniscalco, L. Luongo, V. de Novellis, F. Rossi, S. Maione
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Quarta Sessione Aula Dipartimento di Ambiente
STILI DI VITA: FUMO, ALCOOL E DROGHE D’ABUSO

Moderatori: P.F. Mannaioni, A. Nunziata

11.30

11.45

12.00

12.15

12.30

12.45

13.00

Bias nei questionari di rilevazione di esposizione al fumo: una revisione
della letteratura
S. Morandi, C. Andreoli, A. Bassi, A. Nunziata

Fattori nutrizionali, abuso alcolico e differenze di genere: la vitamina Bl
e suoi esteri

R. Mancinelli, R. Binetti, M.L. Attilia, P.A. Spagnolo, M. Romeo, C. Rotondo,
M. Ceccanti

Abuso alcolico e sistema immunitario
R. Mancinelli, R. Rigano, B. Buttari, P. Margutti, E. Ortona, E. Profumo,
T. Colasanti, F. Delunardo, C. Mazzoli, M. Ceccanti

Dosaggio di ecstasy, amfetamine e cannabinoidi in fluidi biologici
R. Mandrioli, F. Bugamelli, C. Baccini, M. Conti, G. Cantelli Forti, M.A.
Raggi

Studio sull’induzione di danno al DNA, micronuclei e alterazioni del ciclo
cellulare prodotti da condensato di sigaretta

C. Andreoli, F. Mercati, V. Marguglio, F. Flamma, A. Martino, A. Bassi, F.
Caradonna, G. Sciandrello

Effetti di un agonista dei recettori per i cannabinoidi in un modello di asma
allergico nella cavia
L. Giannini, D. Bani, F. Fabrizi, C. Uliva, P.F. Mannaioni, E. Masini

Presentazione Poster e Pranzo

Quinta Sessione Aula Pocchiari

NUOVE PROSPETTIVE NELL'UTILIZZO DI COMPOSTI DI ORIGINE NATURALE
PER LA PREVENZIONE DI EVENTI TOSSICI

Moderatori: C.L. Galli, P. Hrelia

14.30

14.40

15.10

Introduzione alla sessione
P. Hrelia

Isotiocianati e chemioprevenzione del cancro
C. Fimognari

Isotiocianati e neuroprotezione
A. Tarozzi
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15.30

15.50

16.10

16.30

Antocianine, the verde ed estratto di iperico e infiammazione acuta e cronica
S. Cuzzocrea

Proteine della soja e aterosclerosi
M.R. Lovati

Piante alimentari e ottimizzazione per nuove prospettive
P. Morazzoni

Presentazione orale selezionata
Reazioni avverse alle piante medicinali
G. Calapai, A. Pieratti, C. Mannucci, M. Tedesco, A.P. Caputi

Quinta Sessione Aula Dipartimento di Ambiente

NUQOVI

MODELLI SPERIMENTALI PER LO STUDIO DELLA TOSSICITA

DELLA RIPRODUZIONE E DELLO SVILUPPO
Moderatori: E. Giavini, A Mantovani

14.30

14.50

15.10

15.30

15.50

16.10

Utilizzo di tecniche biomolecolari nello studio dei meccanismi d’azione di agenti
teratogeni: il modello Acido Valproico
V. Massa, F. Di Renzo

Approcci integrati in vitro/in vivo per lo studio dei meccanismi d’azione
di interferenti endocrini
A. Mantovani, F. Maranghi, S. Lorenzetti, M.G. Evandri, P. Bolle

Valutazione dell’embriotossicia in vitro mediante I’utilizzo di modelli complementari
S. Zanoncelli, M. Longo, P. Colombo, M. Brughera

Effetti cellulari e molecolari dei perturbatori endocrini sulla capacita di sviluppo
degli ovociti
T.A.L. Brevini, F. Gandolfi

Sviluppo di un test tossicologico in vitro basato su gameti ed embrioni bovini
G. Lazzari

Presentazione orale selezionata

Espressione di meccanismi di difesa in ratti esposti a PCB durante la gestazione e
la lattazione

P. Bonfanti, A. Colombo, B. Costa, F. Orsi, F. Comelli, A. Santagostino

Xix



Quinta Sessione Aula Marotta
MECCANISMI MOLECOLARI DI MORTE CELLULARE

Moderatori: O. Cantoni, L.G. Costa

14.30  Acido domoico: meccanismi molecolari di neurotossicita'
G. Giordano, T.J. Kavanagh, L.G. Costa

14.50 La morte cellulare conseguente a stress del reticolo endoplasmatico: un modo
nuovo per sconfiggere le cellule tumorali
M. Piacentini

15.10  Modificazioni mitocondriali precoci nell’apoptosi di linfociti T
W. Malorni

15.30  Sfingomielinasi e morte cellulare
E. Clementi, C. Perrotta, C. De Palma, S. Falcone, C. Sciorati

15.50  Meccanismi di sopravvivenza al perossinitrito in cellule del lineaggio
monocitico/macrofagico
O. Cantoni, I. Tommasini, L. Cerioni, A. Guidarelli, L. Palomba, E. Carloni

16.10  Presentazione orale selezionata
Meccanismi molecolari dell’apoptosi indotta da pirimetamina in linfociti t umani
AM. Giammarioli, L. Gambardella, M. De Felice, A. Giovannetti, W.
Malorni, M. Pierdominici

16.45 Intervallo
17.15 Assemblea Sitox Aula Pocchiari
20.00 Cena Sociale

Mercoledi, 8 febbraio 2006

GIORNATA: LA TOSSICOLOGIA CLINICA NEL PANORAMA SANITARIO
ITALIANO ED EUROPEO

Referente scientifico: C. Locatelli

Prima Sessione Aula Bovet
RUOLI E ATTIVITA NEL SSN

Moderatori: D. Greco, A. Volpini

08.45 Introduzione: la tossicologia clinica nel SSN
C. Locatelli
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09.00 Latossicologia clinica delle dipendenze
P. Nencini

09.15 L’attivita dei Centri Antiveleni vista dai CAV italiani: i dati
F. Davanzo

09.30  Centro antiveleni: € necessario, perché, per chi ?
M.L. Farina

09.45 1l CAV: servizio di sanita pubblica
L. Signore

10.00 I laboratori per analisi in urgenza
P. Papa

10.15 Laboratori e servizi di diagnostica specifici
M.L. Colombo

10.35  Le risorse italiane relative alla tossicologia clinica nel SSN
A. Barelli

10.50 Intervallo

11.15  Forze dell’Ordine e aspetti tossicologici
Ufficiale NAS

11.30  L’attivita dei CAV per i DEA
I. Casagranda

12.00  Attivita richieste dall’ISS
R. Binetti

Seconda Sessione Aula Bovet
LA NORMATIVA ITALIANA ED EUROPEA

Moderatori: G. Leonardi, C. Mastrocola, G. Palumbo

12.15 L’insegnamento universitario e la scuola di specializzazione in Italia
L. Manzo

12.30  Inquadramento normativo dell’attivita di tossicologia clinica, dei centri antiveleni
e dei laboratori di diagnostica in Italia e in EU
P. Botti

12.45  Aspetti medico-legali dell’attivita dei Centri Antiveleni
P. Danesino da confermare

XXi



13.15

Discussione

Tavola Rotonda Aula Bovet

TOSSICOLOGIA CLINICA, CENTRI ANTIVELENI E LABORATORI

DI TOSSICOLOGIA ANALITICA: ATTIVITA UTILE NECESSARIA

NEL PANORAMA SANITARIO ITALIANO? PROSPETTIVE E GARANZIE
DI FUNZIONAMENTO NEL PRESENTE E NEL FUTURO DEL SSN

Moderatori: E. Chiesara, L. Manzo

15.00

17.30

Proposte SITOX — CAV al Ministero della Salute
C. Locatelli

CAV e Regioni
Rappresentante di un Assessorato Regionale

Attivita attese dal Ministero della Salute
D. Greco da confermare

Principi di sviluppo delle specializzazioni e delle professioni nel SSN, con
riferimento alla tossicologia clinica
C. Mastrocola, G. Leonardi da confermare

La tossicologia clinica e i centri antiveleni nella programmazione sanitaria
italiana

F. Palumbo da confermare

Ruoli e attivita nelle maxiemergenze convenzionali e non
M. Di Gennaro da confermare

I Centri antiveleni italiani e I’UE
L. Vittozzi da confermare

Documento di programma

Giovedi, 9 febbraio 2006

Sessione Plenaria dedicata a Marvin S. Legator Aula Pocchiari
Moderatori: G. Cantelli Forti, A. di Domenico

09.00

Metabolic and DNA repair polymorphisms and susceptibility to environmentally-
induced genetic damage: A tribute to Marvin S. Legator
S.Z. Abdel-Raman
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09.30

10.00

10.30

11.00

Tossicita delle nanoparticelle
A.M. Gatti

Pharmaceuticals in the environment: a risk assessment perspective
J. Tarazona

Applicazioni di tossicogenomica e proteomica allo sviluppo preclinico
del farmaco
M. Venturi

Intervallo

Sesta Sessione Aula Pocchiari
ASPETTI REGOLATORI NELLO SVILUPPO DI NUOVE MOLECOLE

Moderatori: C. Bernardi, A. Meneguz, M. Weber

11.30

11.45

12.00

12.15

12.30

12.45

Implementazione dell’approccio tossicogenomico nella valutazione della sicurezza
del farmaco negli studi preclinici
A. Chiusolo, P. Cristofori

Disegno, utilizzo e predittivita degli studi preliminari in specie non roditrici nello
sviluppo tossicologico dei farmaci
D. Ciabini, A. Terron, G. Galassi, S. Raimondo

Valutazione della tossicita in ratti giovani durante il periodo post-natale seguito
da un periodo di recupero
R. Cicalese, L. Valdoni, R. Sisti, J. Brightwell

Uso e limiti della ““no observed adverse effects level”” nella valutazione del rischio
negli studi preclinici durante lo sviluppo dei farmaci
A. Terron, L. Moccia, S. Raimondo

Valutazione preclinica dei radiofarmaci: considerazioni e proposte sulla draft
guidance FDA
S. Bussi, A. Morisetti

Safety assessment di materiali e oggetti in contatto con gli alimenti: sistema
italiano e europeo, stato dell’arte e nuove tendenze
M.R. Milana

Sesta Sessione Aula Bovet
TOSSICOLOGIA CLINICA: INTOSSICAZIONI ACUTE E CENTRI ANTIVELENI

Moderatori: A. Filippelli, L. Manzo
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11.30

11.40

11.50

12.00

12.10

12.20

12.30

12.40

12.50

13.00

13.15

14.15

15.15

16.45

Arresto cardiaco da intossicazione acuta da oleandro: trattamento con pace
maker esterno come ponte alla terapia antidotica con FAB
P. Severgnini, C. Lanza, F. Rovera, F. Perlasca, A. Travaglia, F. Davanzo

Ingestione accidentale di levotiroxina in eta pediatrica
V. Dimasi, T. Della Puppa, S. Manfreé, F. Davanzo

Ingestione volontaria di carbamazepina: linea di condotta terapeutica
A.J. Lepore

Un caso raro d’intossicazione digitalica per via endovenosa
A. Pignataro, J. Georgatos, C. Locatelli

Vitamina K, errori...... terapeutici
L. Faraoni, G. Bacis, M.L. Farina

Reazione avversa grave da eparine: caso clinico
F. Mattioli, S. Storace, A. Martelli

Intossicazione acuta da olanzapina in pazienti schizofrenici
F. Bugamelli, M.A. Saracino, R. Mandrioli, C. Petio, A. Koukopoulos, M.A.
Raggi

Studio osservazionale sugli eventi avversi in pronto soccorso della Regione Campania
A. Capuano, F. Mazzeo, A. Avolio, L. Ferrante, M. Gallo, M. Illiano, M.
Capuano, A. Filippelli, F. Rossi

Aspetti registrativi e impiego clinico degli antidoti: analisi della situazione
italiana

R. Butera, C. Locatelli, V. Petrolini, D. Lonati, L. Manzo

Verso un piano nazionale per la sorveglianza delle intossicazioni acute
L. Settimi, F. Davanzo, L. Sodano, L. Vellucci

Presentazione Poster e Pranzo

Sessione di discussione Poster e Premio Bronzetti Aula Pocchiari
Moderatori: P.G. Gervasi, M. Manno

Tavola Rotonda Aula Pocchiari

L’ADEGUATEZZA DEGLI ATTUALI PROTOCOLLI DI VALUTAZIONE
PER LA SICUREZZA DI SOSTANZE CHIMICHE E FARMACI

Moderatori: R. Castelnuovo (RAI-Radio Tre Scienza)

Conclusioni e Chiusura del Convegno

XXiv



Lettura Magistrale

GENETIC POLYMORPHISM OF DRUG METABOLIZING
ENZYMES: IMPLICATIONS FOR DRUG RESPONSE
AND XENOBIOTIC TOXICITY

Ingelman-Sundberg M.
Division of Molecular Toxicology, IMM, Karolinska Institutet, Stockholm

Polymorphism of genes encoding drug metabolising enzymes is a major known genetic
cause for the interindividual variability in drug toxicity and response and contributes to
interindividual differences in susceptibility for environmental agents. Based on the occurrence
of mutations in these genes, gene deletions and gene duplications, the populations can be
divided into poor (PM), intermediate (IM), efficient (EM) or ultrarapid (UM) metabolisers. The
PMs lack the enzyme in question, the IMs are heterozygous for a defect gene, the EMs have two
functional alleles, whereas the UMs have multiple functional gene copies on a single allele. All
enzymes participating in the metabolism of drugs in phase I (functionalization) and phase II,
where the modified drugs are conjugated to water soluble end products usually excreted in the
urine, are polymorphic. This genetic polymorphism can thus cause abolished, quantitatively or
qualitatively altered or enhanced xenobiotic metabolism. The evolutionary basis for this
variability is adaptation to the environment in the form of dietary habits and genetic drift, the
founder effect. A major role of this polymorphism is seen for individual susceptibility to drug
toxicity, where subjects lacking a particular enzyme can achieve too high plasma levels at
ordinary dosage, and with respect to non response of drug treatment where UMs are
overrepresented. It is my estimate that dose adjustment in relation to the genotype of the drug
metabolising enzyme in question would decrease the incidence of adverse drug reactions by 10-
20%. Adverse drug reactions (ADRs) cause 7% of all hospitalisation, about 100.000 deaths
annually in the US and cost the society about equal amount of money as the drug treatment per
se. An increasing number of drugs are pharmacogenetically labelled by FDA which can lead to
increased frequency of individualized dosing and less ADRs. With respect to the influence of
polymorphism to the interindividual differences in cancer and other toxicity mediated by
environmental chemicals, the situation at present is less clear. The major phase I enzymes
participating in the metabolic activation of precarcinogens like CYP1A1l, CYP1A2, CYPIBI,
CYP2E1 and CYP3A4 are surprisingly genetically well conserved in the populations and thus
lack known functional polymorphism, in contrast to the major drug metabolizing enzymes
CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, and CYP2D6. Concermning CYP2A6, which is strongly
polymorphic in particular in Asia, and active in the metabolism of nicotine and activation of
several precarcinogens, several reports about increased risk for lung cancer have however been
reported in the Japanese population among subject carrying two functional genes. Metaanalyses
of polymorphism in Phase II enzymes like the glutathione transferases might indicate a slightly
higher risk for cancer among subjects lacking particular forms although many inconsistent
results in this field have been presented. The lecture will give a state of the art view of the field
today with illustrations from toxicological and pharmacological perspectives






Sessione Plenaria Aula Pocchiari

La sicurezza chimica:
innovazioni e nuove sfide

Moderatori
G. Cantelli Forti, L. Gramiccioni






LA POLITICA DELLE SOSTANZE CHIMICHE:
PASSATO PRESENTE E FUTURO

Di Prospero Fanghella P.
Dipartimento di Ambiente e Connessa Prevenzione Primaria, Istituto Superiore di Sanita,
Roma

La normativa vigente in materia di sostanze chimiche. L’attuale sistema europeo per il
controllo delle sostanze chimiche si basa sulle norme stabilite da quattro strumenti
legislativi: la direttiva 67/548/EEC per la classificazione, I’imballaggio e I’etichettatura
delle sostanze pericolose, la direttiva 99/45/EC per la classificazione, 1’imballaggio e
I’etichettatura dei preparati pericolosi, la direttiva 76/769/CEE che limita I’immissione sul
mercato e 1’uso di talune sostanze e preparati pericolosi, il regolamento del Consiglio
93/793/CEE sulla valutazione e gestione del rischio sostanze esistenti. Di fatto circa
quaranta direttive e regolamenti che distinguono fra le sostanze di nuova immissione sul
mercato e quelle gia presenti alla data del 18 settembre 1981, creano un quadro normativo
piuttosto complesso. Per le cosiddette “sostanze nuove”, circa 3.000, ¢ prevista
I’effettuazione di saggi volti all’identificazione e alla valutazione dei rischi per I'uomo e
I’ambiente connessi al loro uso, all’atto della notifica a seguito dell’immissione sul mercato
a partire da quantita pari o superiori a 10 kg. Per le sostanze “esistenti”, circa 100.000, ci si
basa sulle informazioni disponibili e in particolare tra quelle ad alto volume di produzione
(quantita superiori alle 1.000 t./anno) sono state individuate alcune liste prioritarie, per un
totale di 140 sostanze, per effettuare una valutazione completa dei rischi per la salute
umana e 1’ambiente.

Sviluppi futuri. Per riformare le norme che regolano 1’immissione sul mercato e 1’uso
delle sostanze chimiche e per armonizzare e rendere piu efficaci gli attuali strumenti
legislativi ¢ stata presentata, dalla Commissione Europea, una proposta di regolamento
chiamata REACH, cio¢ Registration, Evaluation, and Authorisation of Chemicals. Questo
progetto ¢ il risultato di un processo che ha avuto inizio con la pubblicazione il 27 febbraio
del 2001 da parte della Commissione di un Libro Bianco sulla futura strategia politica per
le sostanze chimiche. Il REACH da una maggiore responsabilita all’Industria nel trattare il
rischio connesso alle sostanze chimiche e nel fornire agli utilizzatori le informazioni
necessarie per un uso sicuro. Nel periodo transitorio saranno ri-focalizzate tutte le attivita
con un lavoro preparatorio per il REACH sia da parte della Commissione sia degli Stati
Membri con lo sviluppo delle linee guida necessarie e delle infrastrutture attraverso progetti
di recepimento (RIP=Reach Implementation Projects) e attraverso accordi strategici con
I’Industria per assicurare 1’applicabilita dei vari meccanismi del REACH.



L'’APPROCCIO DELL'AGENZIA EUROPEA
PER LA SICUREZZA ALIMENTARE (EFSA)
PER LA VALUTAZIONE DEI CANCEROGENI
GENOTOSSICI

Crebelli R.
Dipartimento di Ambiente e Connessa Prevenzione Primaria, Istituto Superiore di Sanita,
Roma

L’affinamento delle tecniche chimico-analitiche ha portato nel recente passato all’individuazione
di un numero crescente di sostanze con caratteristiche cancerogene e genotossiche negli alimenti, il
cui impatto sulla salute non ¢ stato adeguatamente delucidato. La valutazione del rischio posto dalla
esposizione a basse dosi di cancerogeni genotossici rappresenta infatti uno dei compiti piu
impegnativi in ambito tossicologico. Cio in quanto nonostante i recenti progressi nella definizione dei
meccanismi di cancerogenesi, le conoscenze attuali sono ancora insufficienti per permettere una
rigorosa estrapolazione degli effetti osservati in condizioni sperimentali all’'uomo. In considerazione
di cio 1'Unione Europea ha finora evitato di adottare modelli quantitativi per la stima del rischio
cancerogeno negli alimenti, limitandosi alla raccomandazione di perseguire il livello di esposizione
pitl basso ragionevolmente ottenibile, indicato come ALARA (As Low As Reasonably Achievable).
Sebbene 1’approccio dell’ALARA sia in linea di principio adeguatamente cautelativo, escludendo
livelli di esposizione intrinsecamente accettabili, esso non rappresenta uno strumento efficace per la
gestione del rischio cancerogeno. L’uomo ¢ infatti tipicamente esposto a molteplici agenti
cancerogeni o sospetti tali, e cid rende necessario individuare delle priorita per attivare eventuali
azioni preventive. In considerazione di tale necessita, I’Agenzia Europea per la Sicurezza Alimentare
(EFSA) ha recentemente proposto un approccio armonizzato per la valutazione del rischio
cancerogeno nei suoi comitati scientifici. L’approccio proposto prevede la definizione del margine di
esposizione (MoE, Margin of Exposure) come parametro di confronto e di valutazione del rischio
relativo posto da agenti cancerogeni diversi. Il MoE rappresenta il rapporto tra una appropriata dose di
riferimento della curva dose-risposta e I’assunzione umana stimata. Come dose di riferimento ’'EFSA
raccomanda il limite inferiore dell’intervallo di confidenza della benchmark dose associata con una
incidenza di tumori indotti del 10% (BMDLI10). Questa viene confrontata con vari scenari di
esposizione, permettendo di stabilire per ciascuno il MoE rispetto alla dose attiva di riferimento, e
quindi la priorita per eventuali azioni correttive. Sebbene 1’approccio dell’EFSA non permetta di
definire una dose soglia, la cui esistenza ¢ peraltro dibattuta, esso consente di definire un cut-off per
sostanze con bassa priorita che verosimilmente presentano un rischio trascurabile. Questo cut-off
corrisponde a un MoE uguale o superiore a 10.000, che incorpora fattori di incertezza relativi alle
differenze inter- e intraspecifiche e all’estrapolazione dalla BMDL10. E importante sottolineare che
I’approccio proposto dall’EFSA non sostituisce ma affianca I’ALARA, e che quindi la riduzione
della esposizione ai cancerogeni genotossici deve essere realizzata, ove possibile, indipendentemente
dal MoE. L approccio proposto trova inoltre come principale campo d’applicazione la valutazione dei
contaminanti presenti nei cibi, mentre non vuole rappresentare uno strumento per definire eventuali
concentrazioni tollerabili di cancerogeni genotossici introdotti volontariamente, per esempio come
residui di pesticidi, che rimangono banditi.



CONTAMINANTI ORGANICI PERSISTENTI
E SALUTE UMANA: PROBLEMATICHE EMERGENTI

De Felip E.
Dipartimento di Ambiente e Connessa Prevenzione Primaria, Istituto Superiore di Sanita,
Roma

Il gruppo dei contaminanti organici persistenti (POPS) include alcuni degli inquinanti
tossici piu studiati a livello espositivo e tossicologico (ad es. pesticidi organoclorurati) e gia
oggetto di regolamentazione a livello comunitario e internazionale. La valutazione del
rischio per la salute umana associata agli attuali livelli di esposizione € pero particolarmente
complessa per quei POPs, come i policlorobifenili (PCB), costituiti da decine di diversi
congeneri a differente, e non sempre adeguatamente caratterizzata, attivita tossicologica. La
presenza nel corpo umano di miscele complesse di questi congeneri costituisce un
considerevole problema interpretativo a livello tossicologico, in particolare nei casi in cui si
osserva una correlazione tra la “dose interna” di questi inquinanti e alcune patologie, quali
I’endometriosi. L’aumento dei livelli di PCB che abbiamo osservato in donne affette da
questa patologia riguarda infatti congeneri a diversa struttura (diossina- ¢ non diossina-
simili) e rende necessario considerare I’ampio spettro delle differenti attivita e dei non del
tutto caratterizzati meccanismi di azione pertinenti ai due gruppi di congeneri. Anche tra i
“nuovi” POPs proposti per I’inclusione nei protocolli internazionali (UNECE-LRTAP,
Convenzione di Stoccolma, etc.), quelli che presentano le maggiori difficolta in termini di
valutazione del rischio sono costituiti da famiglie di congeneri, come i
polibromodifenileteri (PBDE), o da famiglie di composti tra loro strutturalmente correlati
come il perfluorottansulfonato (PFOS) e i suoi precursori. Su queste sostanze, presenti nei
tessuti umani in concentrazioni che sono aumentate nel tempo, ¢ in corso di valutazione
I’esposizione della popolazione generale, resa difficile dalla scarsita dei dati di sulla loro
presenza negli alimenti. I dati tossicologici, disponibili solo per alcuni di questi
congeneri/composti, ne evidenziano un’ampia gamma di effetti avversi (tra cui effetti sulla
riproduzione e sullo sviluppo neurocomportamentale).



INTERAZIONI TRA XENOBIOTICI E VALUTAZIONE
DEL RISCHIO DI ESPOSIZIONI COMBINATE:
UNA SFIDA PER IL FUTURO

Testai E.
Dipartimento di Ambiente e Connessa Prevenzione Primaria, Istituto Superiore di Sanita,
Roma

Nonostante 1’esposizione combinata a un elevato numero di sostanze chimiche
rappresenti una regola piu che una eccezione, gli approcci convenzionali per la protezione
della salute e dell’ambiente prevedono valutazioni del rischio di molecole singole. Negli
ultimi anni P’attenzione per le esposizioni multiple ¢ notevolmente cresciuta, ma a oggi il
95% delle risorse della ricerca tossicologica continua a concentrarsi su singoli composti.
L’impossibilita di saggiare direttamente gli effetti di tutte le possibili combinazioni di
xenobiotici evidenzia 1’inadeguatezza dell’approccio tradizionale anche per miscele di
origine ambientale, la cui composizione varia nel tempo. Percio, partendo dalla conoscenza
delle proprieta tossicologiche dei singoli componenti, la ricerca e le Autorita Regolatorie si
sono progressivamente orientate allo sviluppo di approcci che potessero permettere una
stima dei potenziali effetti dovuti a esposizioni combinate. Ne sono un esempio il TEF
(Toxic Equivalency Factor), usato nella valutazione di miscele di composti diossina-simili e
I’HI (Hazard Index), entrambi basati sul concetto di additivita di dose (i diversi componenti
si comportano come se rappresentassero diverse diluizioni dello stesso xenobiotico e
producono lo stesso effetto, sullo stesso organo bersaglio, attraverso lo stesso meccanismo)
o di risposta (I’effetto sullo stesso bersaglio ¢ dato dalla somma dei singoli effetti, che
possono essere prodotti da meccanismi indipendenti). Alla base della additivita prevista da
TEF e HI c’¢ il presupposto improbabile che non esistano interazioni (sinergiche e/o
antagoniste) tra i componenti della miscela e comunque vari esempi dimostrano come lo
stesso meccanismo di azione non sia predittivo di additivita, ma ¢ necessario considerare i
relativi parametri tossicocinetici. Sulla base di adeguate evidenze sperimentali (WoE,
Weight of Evidence), ¢ possibile modificare il calcolo di HI, introducendo un fattore che
rappresenti una stima qualitativa (o semi-quantitativa) dell’interazione osservata. E stato
proposto che si possa arrivare a una valutazione quantitativa dell’interazione attraverso
I’'uso di modelli matematici tra cui i PBPK (la maggior parte delle interazioni ¢ di natura
tossicocinetica), ma i dati sperimentali disponibili per i modelli sono ancora molto limitati.
Nella presentazione verranno illustrati gli approcci di valutazione esistenti, i loro limiti e
alcuni esempi di studi di interazione allo scopo di mostrare che, per ridurre le incertezze
inerenti gli approcci raccomandati dalle agenzie internazionali (EPA, ATSDR), ¢
necessario condurre ricerche di tipo meccanicistico, includendo anche 1’uso di tecnologie
“high-through-put”, su combinazioni di sostanze ritenute prioritarie per la loro effettiva
presenza/frequenza di esposizione della popolazione o la potenziale pericolosita, a dosi che
siano rappresentative delle condizioni di esposizione reale.



SOSTANZE CANCEROGENE E THRESHOLD
OF TOXICOLOGICAL CONCERN (TTC)

Galli C.L.
Laboratorio di Tossicologia e Centro d’Eccellenza per le Malattie Neurodegenerative,
Dipartimento di Scienze Farmacologiche, Universita degli Studi di Milano

La Threshold of Toxicological Concern (TTC) ¢ un principio che prevede la possibilita
di stabilire per tutti i prodotti chimici un valore soglia di esposizione per I'uomo al di sotto
del quale non sono attesi rischi per la salute. Il concetto che soglie di esposizione possano
essere identificate nella dieta, per singoli prodotti chimici il cui profilo tossicologico ¢ noto,
¢ gia ampiamente utilizzato in pratica da molte autorita regolatorie per fissare i valori di
assunzioni giornaliere accettabili (“acceptable daily intakes” ADIs). Tuttavia il concetto di
TTC amplia questa possibilita proponendo che possa essere identificato per ogni prodotto
chimico, compresi quelli la cui tossicita non € nota, un valore minimo sulla base della loro
struttura chimica. Questo concetto ¢ la base scientifica per la valutazione degli addittivi da
parte della FDA (US Food and Drug Administration,1995 Threshold of Regulation for
indirect food additives). I principi TTC sono stati adottati anche Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA) per la valutazione degli aromatizzanti. Lo stabilire
un principio di TTC universalmente accettato favorisce il beneficio di consumatori,
industria e regolatori. Il precludere il ricorso a studi tossicologici e estesi, per quei prodotti
la cui assunzione rimane sotto tale soglia, permetterebbe infatti di indirizzare piu risorse, sia
in termini di esperienza, tempo e denaro, sul saggiare e valutare sostanze con grandi
potenzialita di porre rischi per la salute umana, e contribuire a ridurre il numero di animali
da usare in tali sperimentazioni. In generale ¢’¢ una consistente aspettativa che i database
disponibili siano sufficienti per guidare la determinazione di TTC. Ulteriori sforzi saranno
necessari per studiare aspetti particolari, a esempio I’immunotossicta e ’allergenicita, per
cui solo dati limitati dono disponibili Per la tossicita endocrina, sono gia in corso studi la
cui valutazione permettera di trarre conclusioni sugli attuali valori soglia. Probabilmente
sulla base di tali dati, appare piu adeguato considerare un range di valori di TTC piuttosto
che un singolo valore. L’uso del concetto TTC a scopi regolatori dovra essere
accompagnato da un affinamento della valutazione dell’esposizione.



Portale Tox

THE WORLD LIBRARY OF TOXICOLOGY
IL PORTALE MONDIALE DI TOSSICOLOGIA

Marinovich M., Della Seta M.2, Calicchia M.C.?
'Dipartimento di Scienze Farmacologiche, Universita degli Studi di Milano; 2Settore
Documentazione, Istituto Superiore di Sanita, Roma

La World Library of Toxicology ¢ un portale Internet che da accesso a una collezione di
informazioni integrate in formato elettronico, realizzato dalla National Library of Medicine
statunitense, Division of Specialized Information Services, Toxicology and Environmental
Health Information Program con il contributo del Fogarty International Center dei National
Institutes of Health. Argomento di questa raccolta ¢ la tossicologia, la sicurezza dei prodotti
chimici, la salute ambientale ¢ campi assimilabili come la salute e la sicurezza in ambito
occupazionale, la valutazione del rischio e le radiazioni. L’informazione ¢ organizzata su
base nazionale, multi-nazionale, continentale e internazionale. Fra i vantaggi che
sicuramente deriveranno dalla diffusione al pubblico di questo portale si possono ricordare:
una maggiore conoscenza per i tossicologi delle attivita dei colleghi operanti in altri Paesi e
a livello sopranazionale; la catalizzazione di progetti collaborativi e la possibilita di evitare
duplicati nella ricerca; la costituzione di un punto di riferimento nazionale per la
costruzione e il mantenimento dei vari siti nazionali. Inoltre i tossicologi dei Paesi in via di
sviluppo potranno meglio usufruire di esperienze gia fatte nei Paesi tecnologicamente piu
avanzati. Il sito € interrogabile non solo tramite parole chiave, (ad esempio “endocrine
disrupters”), come avviene per qualsiasi banca dati o motore di ricerca, ma anche mediante
il nome del Paese o del continente, o di organizzazioni specifiche (ad esempio IARC,
ecc.)Nello schema attuale di organizzazione dell’informazione, la scheda relativa a ogni
nazione si apre con le istituzioni governative, non governative e accademiche in cui si
svolgono programmi e ricerche di tossicologia. Segue poi una sezione dedicata alla
legislazione operante in ogni paese in ambito tossicologico, la segnalazione degli
International MEDLARS Centers (per I’Italia I’ISS, Roma), dell’IFCS Focal point
(Ministero della Salute) e i riferimenti bibliografici presenti nella base dati TOXLINE
relativi a ogni nazione. Ancora da costruire ¢ 1’informazione relativa alla didattica, chi
insegna cosa e dove nell’ambito tossicologico, possibili scambi e accessi per studenti e
postdoc sempre in ambito tossicologico. La SITOX e il Settore Documentazione dell’ISS,
che collaborano per I’Italia a questo progetto, sono pronti a recepire qualsiasi
suggerimento/consiglio per migliorare il sito e renderlo piu appetibile, o per segnalare
attivita al di fuori dell’ambito societario ma pur sempre tossicologiche.
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SVILUPPO E VALIDAZIONE DI UN NUOVO MODELLO
SPERIMENTALE DI ARITMIA INDOTTA DA OUABAINA
NEL RATTO ANESTETIZZATO

Cometa M.F.', Campolongo P.2, Trezza V%, Palmery M.
'Dipartimento del Farmaco, Istituto Superiore di Sanita, Roma; *Dipartimento di Fisiologia
Umana e Farmacologia, Universita degli Studi La Sapienza, Roma

Nonostante il ratto venga considerato un modello animale ideale per gli studi in campo
cardiovascolare, il suo utilizzo in studi di elettrofisiologia cardiaca ¢ limitato a modelli
sperimentali abbastanza complessi e invasivi. Di conseguenza, vista la carenza di dati
presenti in letteratura, lo scopo del nostro lavoro ¢ stato quello di elaborare un nuovo,
semplice modello sperimentale di aritmia indotta da ouabaina in ratti Wistar, concepito in
modo tale da permettere di valutare sia le capacita di protezione che di reversione esercitate
da sostanze con potenziale attivita antiaritmica. Per valutare in maniera chiara la
progressiva insorgenza della fibrillazione atriale e poi di quella ventricolare, abbiamo
somministrato ouabaina (0,01, 0,15 ¢ 0,3 mg kg™ min™) attraverso la vena giugulare sinistra
dell’animale con una pompa da infusione. Abbiamo, quindi, convalidato il modello
sperimentale valutando la sua sensibilita agli effetti farmacologici di alcuni tra i piu
rappresentativi farmaci appartenenti alle quattro classi di antiaritmici di Vaughan Williams.
In particolare, abbiamo somministrato lidocaina, DL-propranololo, DL-sotalolo e verapamil
attraverso la vena giugulare destra degli animali sia due minuti prima dell’inizio
dell’infusione di ouabaina (tecnica di protezione), sia 10 minuti dopo I’insorgenza di
un’aritmia stabile (tecnica di reversione). La ouabaina, alla dose di 0,15 mg kg" min™, ha
determinato la progressiva insorgenza di fibrillazione atriale, prima, e ventricolare,
successivamente. Di conseguenza, utilizzando questa “dose aritmogena ideale”, abbiamo
convalidato il modello sperimentale, sia nella tecnica di prevenzione che in quella di
reversione. Nel complesso, i risultati che abbiamo acquisito mostrano che 1’aritmia indotta
da ouabaina nel ratto ¢ molto sensibile agli effetti farmacologici dei farmaci antiaritmici
delle quattro classi di Vaughan Williams e questo fornisce una buona convalida per
’ulteriore impiego sperimentale del modello. Tali risultati, inoltre, indicano che questo
nuovo modello sperimentale potrebbe risultare molto utile nella selezione o nella
caratterizzazione farmacologica di nuovi potenziali farmaci con attivita antiaritmica e nello
studio della elettrofisiologia cardiaca.
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L’ATTIVITA DELLA PARG MEDIA IL DANNO
INTESTINALE INDOTTO DA OCCLUSIONE E
RIPERFUSIONE DELL'ARTERIA SPLANCNICA

Cuzzocrea S.!, Di Paola R.!, Mazzon E.!, Cortes U.2, Genovese T.!, Muia C.!, Li W .23, Xu
W2, LiJH.* Zhang J.°, Wang Z.Q.

'Dipartimento Clinico e Sperimentale di Medicina e Farmacologia, Torre Biologica,
Policlinico Universitario, Messina; 2International Agency for Research on Cancer,Lyon;
’Guilford Pharmaceuticals Inc., Baltimore; “Lilium Pharmaceuticals, Cockeysville

La poly (ADP-ribosyl)azione, una modificazione post-traduzionale precoce in risposta
al danno al DNA, ¢ catalizzata dalla poly (ADP-ribose) polimerasi (PARP-1) e
catabolizzata dalla poly (ADP-ribose) glicoidrolasi (PARG). Lo scopo di questo studio ¢
stato quello di investigare il ruolo della PARG sulla modulazione della risposta
infiammatoria causata da ischemia e riperfusione splancnica. SAO shock nei ratti cosi come
in topi wild-type (WT) ¢ associato a una significante infiltrazione neutrofilica nell’ileo e a
una produzione di TNF-a (tumor necrosis factor-alpha). Sezioni di tessuto di ileo prelevati
da topi WT cosi come da ratti aventi subito SAO shock e riperfusi, mostravano colorazione
positiva verso P-sectina e ICAM-1 che era maggiormente localizzata nelle cellule
dell’endotelio vascolare. La distruzione genetica del gene per PARG nel topo o I’inibizione
farmacologia di PARG tramite inibitori di PARG migliorava significativamente lo stato
istologico dei tessuti riperfusi, cosa che era associata con la riduzione dell’espressione di P-
selectina ¢ ICAM-1, delll’infiltrazione neutrofilica nell’intestino riperfuso, e con la
produzione di TNF-a. Questi risultati suggeriscono che I’attivita della PARG modula la
risposta infilammatoria nell’ischemia/riperfusione e partecipa infine (obiettivo) ai danni
dell’organo in queste condizioni.
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RUOLO DEI LIGANDI ENDOGENI ED ESOGENI

PER PPAR-a (PEROXISOME PROLIFERATORS
ACTIVATED RECEPTORS ALPHA) NELLO SVILUPPO
DEL DANNO POLMONARE INDOTTO DA BLEOMICINA

Genovese T., Mazzon E., Di Paola R., Muia C., Crisafulli C., Caputi A.P., Cuzzocrea S.
Dipartimento Clinico e Sperimentale di Medicina e Farmacologia, Facolta di Medicina,
Universita degli Studi di Messina, Torre Biologica, Policlinico Universitario, Messina

I PPARSs (Peroxisome proliferator-activated receptors) sono membri della superfamiglia
dei fattori di trascrizione ligando-dipendenti che sono correlati con i recettori degli ormoni
steroidei e tiroidei e dei retinoidi. Lo scopo del presente studio ¢ stato quello di esaminare
gli effetti dei ligandi endogeni ed esogeni per PPAR-a sullo sviluppo del danno polmonare
causato dalla somministrazione di bleomicina. Il danno polmonare ¢ stato indotto in topi
PPAR-a wild-type (WT) e in topi PPAR-a knock out (PPAR-a KO), provenienti dalla
Jackson Laboratories (Harlan Nossan, Milan, Italy),tramite somministrazione intratracheale
di bleomicina. Nei polmoni dei topi PPAR-o0 WT trattati con bleomicina ¢ stata osservato
un aumento dell’immunoreattivita verso poly-ADP-ribose, TNF-o e IL-1f3, cosi come una
significante perdita di peso corporeo ¢ mortalita. [.’assenza del gene funzionale per PPAR-
o nei topi PPAR-o KO causa un significante aumento di tutti i parametri precedentemente
descritti. Al contrario, il trattamento dei PPAR-aWT con WY 14643 (1 mg/kg al giorno)
riduceva significativamente: (i) il grado di danno polmonare, (ii) ’aumento dell’attivita
mieloperossidasica (MPO), (iii) ’aumento nella colorazione (immunoistochimica) per
poly-ADP-ribose, TNF-a e IL-1p causata dalla somministrazione di bleomicina. Cosi, i
liganti endogeni ed esogeni per PPAR-a riducono il grado di danno polmonare indotto da
bleomicina nel topo. In piu, proponiamo che i ligandi di PPAR-a. potrebbero essere utili nel
trattamento del danno polmonare.
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CARDIOVASCULAR SAFETY PHARMACOLOGY:
UN APPROCCIO INTEGRATO

Morisetti A., Bussi S.
Bracco Imaging SpA, Centro Ricerche Milano, Pharmatox Development, Milano

La farmacologia preclinica di sicurezza richiesta dalle normative internazionali (ICH
S7A) include la determinazione degli effetti sul sistema cardiovascolare, in particolare per
quanto riguarda il prolungamento del QT (ICH S7B). Dal momento che queste
determinazioni possono essere realizzate solo su animali di media taglia, considerazioni
etiche ed economiche inducono all’ottimizzazione del numero di animali da impiegare,
ottenendo il massimo delle informazioni (refinement, reduction). Nello sviluppo di un
mezzo di contrasto iniettabile per risonanza magnetica (MultiHance, gadobenate
dimeglumine) abbiamo sottoposto a FDA un disegno sperimentale nel non roditore
(scimmia) basato su un trattamento cross-over, che includeva 3 livelli di dosaggio con il
test article, 1 trattamento con reference compound, 1 trattamento con il controllo.
L’esperimento (GLP compliant) includeva tre animali per sesso precentemente impiantati
con un sistema di telemetria e si estendeva su 13 giorni, con 2 giorni di washout tra i diversi
trattamenti, giustificato sulla base di dati di eliminazione di MultiHance nella stessa specie.
Oltre a mortalitd e segni clinici sono stati registrati (o calcolati) i seguenti parametri:
pressione arteriosa media, sistolica e diastolica, frequenza cardiaca; ECG: durata complesso
QRS, intervallo PR, RR, QT (QTc sec. Bazett ¢ Fredricia). Gli animali non sono stati
sacrificati la termine delle procedure. L’ente regolatorio americano apprezzava il disegno
sperimentale richiedendo tuttavia 1’inserimento di un gruppo controllo positivo per la
verifica del sistema. Tale gruppo non ¢ stato inserito sia per motivi etici, sia perché avrebbe
invalidato il disegno crossover. Anche la guideline specifica ICH S7B non ravvede la
necessita di un controllo positivo in ogni esperimento. Il sistema come tale (animale in
telemetria) ¢ stato ampiamente validato in letteratura e la conduzione dello studio secondo
gli standard di qualita (GLP) garantisce la veridicita dei risultati. FDA ha accettato queste
motivazioni. Lo studio ha messo in luce la safety cardiovascolare di MultiHance fino alla
massima dose testata, corrispondente a circa 60 volte la dose efficace nell’'uomo. Questo
studio dimostra che, utilizzando un disegno sperimentale ad hoc rispetto al prodotto, ¢
possible integrare senso scientifico, applicazione delle guidelines e risparmio di animali.
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IL PROLUNGAMENTO DELL'INTERVALLO QT:
AZIONI E REAZIONI

Bertini Malgarini R.', Meneguz A%, Tucci P.*, Pimpinella G.!
'Agenzia Italiana del Farmaco; *Dipartimento del Farmaco, Istituto Superiore di Sanita,
*Dipartimento di Farmacologia, Universita degli Studi La Sapienza, Roma

La maggior parte dei ritiri dal commercio di medicinali nel decennio 1995-2005 ¢
avvenuto a causa del loro effetto sull’intervallo QT. I casi piu eclatatanti hanno riguardato:
terfenadina, astemizolo, cisapride, sertindolo, grepafloxacina, tioridazina,
levacetilmetadolo. Un numero cosi elevato di ritiri, sempre per lo stesso problema,
evidenzia che anche nei casi in cui il prolungamento dell’intervallo QT ¢ stato studiato
nella fase pre-registrativa, non sono stati adeguatamente messi in luce i reali punti critici.
Quindi, I’approccio metodologico finora utilizzato presenta delle carenze che non
permettono di generare dati di qualita tale da essere sufficientemente predittivi. Anche se
con lentezza, ’ICH (International Conference on Harmonisation), organismo internazionale
preposto all’armonizzazione delle linee direttrici nel campo farmaceutico, per mettere in
evidenza il problema in fase pre-marketing, ha finalmente emesso due nuove linee guida
recepite ora dalle autorita regolatorie, una per la fase pre-clinica e una per la fase clinica. Il
concetto che viene sottolineato ¢ che le due linee guida, non a caso approvate
contemporaneamente, vanno comprese e utilizzate insieme. E chiaro che valutazioni di tale
complessita sono legate a un margine di incertezza e soggettivita che nessuna linea guida
puo ridurre a zero, ma la cui minimizzazione passa obbligatoriamente attraverso un
approccio integrato. Leggere i dati tossicologici senza tener conto dei dati gia disponibili
nell’'uvomo e dei segnali di sicurezza gia emersi nell’uso clinico inficia totalmente la
valutazione. D’altro canto, disegnare i trials clinici senza tenere conto di quanto emerso
dagli studi tossicologici, puo far omettere controlli fondamentali e far emergere in fase
post-marketing eventi inattesi che potevano essere prevenuti. Lo scopo finale delle nuove
linee guida ¢ valutare, per una specifica molecola, se essa presenti o meno un rischio legato
al prolungamento dell’intervallo QT e, in tal caso, individuare gli elementi sui quali basare
la valutazione della rilevanza dell’effetto proaritmico, quali 1’effetto sui canali ionici, le
modificazioni elettrocardiografiche nell’'uvomo, i casi di reazione avversa pre e post-
marketing. Entrambe le linee guida tendono a suggerire una metodologia, piu che a dare
indicazioni pedisseque. Funzioneranno? In realta, esse hanno standardizzato ¢ armonizzato
le procedure che venivano gia applicate in maniera non sistematica. Soprattutto, hanno
fornito i criteri per formulare un’ipotesi di lavoro che sia preventiva dei possibili eventi
avversi. La loro efficacia dipendera strettamente sia dall’integrazione delle informazioni
cliniche e non cliniche, sia dal continuo aggiornamento e dalla formazione specifica degli
operatori del settore sulla loro interpretazione e applicazione.
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EFFETTI DELL'OSSIGENOTERAPIA IPERBARICA
SULLA CASCATA COAGULATIVA IN UN MODELLO
SPERIMENTALE DI SINDROME DA INSUFFICIENZA
MULTIORGANO

Imperatore F', Filippelli W.!, De Lucia D%, Liguori G.', Sessa M.2, Luongo C.>, Lambiase
L., Capuano M., Rinaldi B.', Filippelli A.", Rossi F.!

'Dipartimento di Medicina Sperimentale, Sezione di Farmacologia L. Donatelli, Facolta di
Medicina e Chirurgia, Seconda Universita degli Studi di Napoli; >Laboratorio di Emostasi
e Trombosi, Facolta di Medicina, Seconda Universita degli Studi di Napoli; *Dipartimento
di Scienze Chirurgiche, Anestesiologiche e dell’Emergenza, Seconda Universita degli Studi
di Napoli

La sindrome da disfunzione multiorgano (MODS) ¢ la principale causa di morte nelle
Unita di Terapia Intensiva (UTI) non coronarica. Alcuni studi hanno dimostrato che le
alterazioni emocoagulative giochino un ruolo chiave nella patogenesi della MODS. Nostri
precedenti studi hanno dimostrato I’efficacia dell’ossigenoterapia iperbarica (OTI) nel
trattamento di modelli sperimentali di MODS. Scopo del presente studio ¢ stato valutare gli
effetti dell’OTI sulla cascata coagulativa durante un modello sperimentale di MODS. 40
ratti maschi sono stati suddivisi in quattro gruppi da 10. Il primo gruppo ¢ stato trattato con
soluzione salina 0,9%; il secondo con zymosan 500 mg/kg; il terzo gruppo ¢ stato trattato
con OTI a 2 atmosfere assolute (AT.A.) alla 4° ¢ 11° ora dall’inizio dello studio, mentre il
quarto gruppo ¢ stato trattato con zymosan e OTI. Dopo 18 ore dall’inizio dello studio gli
animali sono stati sacrificati e sono stati valutati il tempo di protrombina (PT), il tempo di
tromboplastina parziale attivata (apTT), i livelli plasmatici di fibrinogeno. Sono stati inoltre
valutati I’attivatore tissutale del plasminogeno (t-PA), I’inibitore 1 dell’attivatore tissutale
del plasminogeno (PAI-1), I’antigene di von Willebrant (vWF) e il D-Dimero (XDP). La
somministrazione intraperitoneale di zymosan ¢ responsabile della MODS, caratterizzata da
alterazioni emocoagulative, quali [’aumento statisticamente significativo rispetto ai
controlli dei livelli plasmatici di FIB, t-PA, PAI-1 e degli XDP (p<0,01). Inoltre la MODS
indotta da zymosan ¢ caratterizzata da un aumento significativo dei livelli plasmatici
dell’antigene di vWF (p<0,01). L’OTI riduce significativamente le alterazioni
emocoaglulative indotte da zymosan (p<0,01). Il trattamento iperbarico da solo non
interferisce con la cascata coagulativa. 1 nostri risultati dimostrano che lo stato
ipercoagulativo indotto dal zymosan ¢ associato alla disfunzione endoteliale e contribuisce
alla sviluppo della MODS. Inoltre, i nostri dati confermano che ’efficacia dell’OTI nel
trattamento della MODS, attraverso una riduzione dello stato ipercoagulativo e della
disfunzione endoteliale.

18



Prima Sessione Aula Bovet
Xenobiotici e rischio cancerogeno

Moderatori
A. Carere, M.E. Fracasso






CANCEROGENESI E GENOTOSSICITA DEL FURANO

Carere A.
Dipartimento di Ambiente e Connessa Prevenzione Primaria, Istituto Superiore di Sanita,
Roma

Nel maggio del 2004 la FDA (USA) annuncio il ritrovamento del furano, potente
cancerogeno sperimentale, in una grande varieta di prodotti alimentari che avevano subito
trattamento termico. Il furano ¢ stato trovato, fino a 125 pg/kg, in prodotti quali caffe, salse,
alimenti in scatola o in vasetti contenenti carne o vegetali, compresi quelli per ’infanzia.
Sul furano, nel dicembre 2004, ’EFSA ha pubblicato sul suo sito web un rapporto tecnico:
(<http://www.efsa.cu.int/science/contam_scientific_documents/catindex en.htmb). Il furano
¢ un composto volatile facilmente assorbito dai polmoni o dall’intestino e rapidamente
metabolizzato, da parte del citocromo P450 CYP2EL, in un composto molto reattivo, la di-
aldeide, cis-2-butene-4-dial. Il furano ¢ un potente induttore di colangiocarcinomi epatici
nel ratto anche alla dose piu bassa saggiata (2mg/kg p.c./di per 5 giorni a settimana), oltre
ad adenomi e carcinomi epatici e leucemie mononucleari. Nel topo induce adenomi e
carcinomi epatici. Un punto critico per la valutazione del rischio e per fini regolatori ¢ se il
furano sia o non sia un cancerogeno genotossico. Il meccanismo di azione cancerogena non
¢ ancora stato chiarito in modo definitivo Al riguardo sono state formulate ipotesi sia di
azione indiretta (proliferazione epatocellulare secondaria alla citotossicita) che diretta
(genotossica). L’evidenza attuale, che sembra favorire, almeno in parte, il meccanismo
genotossico ¢ la seguente: 1) il furano induce mutazioni geniche, aberrazioni cromosomiche,
SCE e rotture a doppio filamento del DNA in cellule di mammifero in vitro, e aberrazioni
cromosomiche in vivo; ii) la di-aldeide induce mutazioni geniche nel ceppo TA104 di S.
typhimurium, rotture a singolo filamento del DNA in cellule di mammifero e addotti al
DNA in vitro.
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FRAMMENTAZIONE DEL DNA INDOTTA IN CELLULE
DI POLMONE DI RATTO E UMANE DA CINQUE COMPOSTI
CHIMICI CANCEROGENI PER IL POLMONE DI RATTO

Baroni D., Robbiano L.
Dipartimento di Medicina Interna, Sezione di Farmacologia e Tossicologia Clinica,
Universita degli Studi di Genova

Due difficolta che si incontrano nella valutazione del rischio cancerogeno sono
I’identificazione di composti tessuto-specifici e 1’estrapolazione all’'uomo dei risultati
ottenuti nei roditori. Al fine di validare modelli sperimentali idonei a risolvere tali
difficolta, 5 composti che provocano nel ratto tumori del polmone — N-nitrosodimetilamina
(NDMA), idrazina (IZ), cadmio solfato (CD), 4,4’-metilenbis(2-cloroanilina) (MOCA) e
tetranitrometano (TNM) — sono stati esaminati per la loro capacita di indurre
frammentazione del DNA in colture primarie di cellule polmonari di ratto e umane, e in
Vivo nel polmone del ratto. Utilizzando il “Comet assay”, un incremento significativo e
dose-dipendente della frequenza di rotture della singola elica del DNA e di siti alcali labili &
stata riscontrata nelle cellule polmonari sia di ratto che umane esposte a una serie di
concentrazioni subtossiche dei 5 composti. Alle concentrazioni piu elevate i rapporti
trattati/controlli delle frequenze medie di lesioni del DNA, valutate in base alla lunghezza
della coda, sono risultati nelle cellule polmonari di ratto/e umane i seguenti: NDMA 10
mM, 4,9/3,2; 1Z 4 mM, 4,3/3,2; CD 62 micromolare, 3,5/4,1; MOCA 31 micromolare,
2,5/5,1; TNM 16 micromolare, 1,8/2,8. Pertanto la potenza DNA lesiva risulta, sia pure in
misura limitata, maggiore nelle cellule polmonari di ratto per NDMA e IZ, e in quelle
umane per CD, MOCA e TNM. In accordo con questi risultati, un aumento statisticamente
significativo nella frequenza media di lesioni del DNA ¢ stato riscontrato nel polmone di
ratti trattati per via orale con una dose singola (% della DL50) dei 5 composti; in questo
caso, 1 rapporti trattati/controlli sono risultati i seguenti: NDMA 3.,4; 1Z 2,8; CD 3,7,
MOCA 2,7; TNM 2,2. La capacita della prova in vivo di identificare cancerogeni tessuto-
specifici ¢ inoltre dimostrata dall’assenza di lesioni del DNA nel fegato e nel rene dei ratti
trattati con TNM che provoca solo tumori del polmone, mentre in accordo con i risultati
degli studi di cancerogenesi esse erano presenti nel fegato e nel rene di ratti trattati con
NDMA, e nel fegato di quelli trattati con IZ. I risultati di questo studio indicano, da un lato
che i composti che provocano tumori del polmone possono essere identificati dal “Comet
assay”, e dall’altro che i 5 composti esaminati potrebbero causare tumori polmonari
nell’uomo in quanto producono nelle cellule di polmone umano una frequenza di lesioni del
DNA simile a quella osservata nelle cellule di polmone di ratto.
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CONSIDERAZIONI SULL'INCAPACITA
DELLA BATTERIA STANDARD DEI TEST
DI GENOTOSSICITA DI IDENTIFICARE
ALCUNI CANCEROGENI GENOTOSSICI

Martelli A., Brambilla G.
Dipartimento di Medicina Interna, Sezione di Farmacologia e Tossicologia Clinica,
Universita degli Studi di Genova

Nel 4™ International Workshop on Genotoxicity Tests che si ¢ svolto nello scorso
settembre a San Francisco una sessione, coordinata dalla dottoressa Anita Bigger della
Food and Drug Administration, era dedicata alle modificazioni dei sistemi di attivazione
metabolica che dovrebbero essere introdotte nei test in vitro, ed ha preso lo spunto da una
nostra recente che ¢ stata illustrata dalla stessa Bigger. In breve, questa review, tramite una
serie di esempi, mette in evidenza che la mancata identificazione di alcuni cancerogeni
genotossici ¢ dovuta soprattutto alle seguenti cause: nei test in vitro, a) al fatto che il
sistema di attivazione metabolica esogeno costituito da S-9 mix di fegato di ratto riproduce
solo parzialmente quanto avviene in vivo, b) alla differente biotrasformazione dei composti
chimici che puo verificarsi in cellule di diversi tessuti e di diverse specie animali; nei test in
vivo, a) al comportamento farmacocinetico del composto in esame e b) alla sua possibile
specie-, sesso-, e tessuto-specificitd. Le interessanti informazioni fornite dalle successive
comunicazioni sono, in sintesi, le seguenti. L’ 1-2% dei farmaci ¢ biotrasformato nell’'uomo
per almeno il 10% in metaboliti presenti nei roditori solo in tracce, o in metaboliti che nei
roditori non si formano affatto. Poiché cio ¢ rivelato solo da indagini sul metabolismo
nell’uomo, tali studi devono essere effettuati il pitu presto possibile. Se la sintesi dei
sopraddetti metaboliti ¢ possibile, il loro effetto tossico dovrebbe essere valutato, specie in
presenza di “structural alerts” sia nei test a breve termine che in quelli di cancerogenesi. In
caso contrario, I’identificazione di un loro effetto genotossico potrebbe essere facilitata
dall’impiego di: S9 da tessuti diversi dal fegato, in quanto il metabolismo del farmaco puo
essere extraepatico; S9 da fegato umano, che nel 25% dei casi si ¢ rivelato piu idoneo di
quello da ratto nell’evidenziare un effetto mutageno; colture primarie di epatociti umani;
batteri geneticamente modificati o altri sistemi umanizzati. Gli endpoint consigliati sono:
danno del DNA, formazione di micronuclei, e mutazioni in cellule di mammifero.
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EFFETTO GENOTOSSICO DI ALCUNI CALCIO
ANTAGONISTI E DEI LORO NITROSODERIVATI

Gosmar M., Manfredi V., Garbero C., Trucco N., Martelli A.
Dipartimento di Medicina Interna, Sezione di Farmacologia e Tossicologia Clinica,
Universita degli Studi di Genova

Una nostra comunicazione presentata a questo congresso mette in evidenza che i dati
disponibili sugli effetti genotossici e cancerogeni degli antiipertensivi, e fra questi dei
calcio antagonisti, sono in diversi casi insufficienti per una valutazione attendibile del
rischio cancerogeno per 1’uomo. Riteniamo quindi interessante fornire i primi risultati di
due diverse indagini condotte nell’ambito di uno studio su una serie di calcio antagonisti: la
valutazione dell’effetto clastogeno, ¢ quella della eventuale nitrosazione endogena a
nitrosocomposti DNA-lesivi, teoricamente possibili per molecole come quelle dei calcio
antagonisti che contengono gruppi amminici. L’effetto clastogeno ¢ stato esaminato
determinando la frequenza di eritrociti policromatici micronucleati nel midollo osseo di topi
maschi trattati per via orale al tempo 0 e dopo 24 ore con 2 DL50, e sacrificati per il
prelievo del midollo a 24 ore dalla seconda dose. Un aumento rispetto ai controlli della
frequenza di eritrociti micronucleati ¢ stato osservato con 4 dei 7 farmaci esaminati:
diltiazem +242%, nicardipina +157%, nifedipina +111%, lercanidipina +89%. Amlodipina,
nitrendipina e verapamil sono risultati privi di effetto clastogeno. L’etilnitrosourea,
utilizzata come controllo positivo alla dose i.p. di 100 mg/kg, ha provocato un aumento
degli eritrociti micronucleati del 2250%. L’effetto DNA lesivo provocato nel fegato dalla
nitrosazione intragastrica di alcuni calcio antagonisti ¢ stato valutato in ratti maschi trattati
per via orale con %2 DL50 del farmaco in esame e 80 mg/kg di sodio nitrito. Al fine di
ridurre il pH gastrico a 1,5- 2 i ratti sono stati alimentati per 60 ore unicamente con
soluzione al 10% di saccarosio e iniettati s.c. con 10 mg/kg di istamina 30 minuti prima del
trattamento. La frequenza di rotture della singola elica del DNA e di siti alcali-labili ¢ stata
misurata con il Comet Assay (lunghezza della coda). Rispetto ai controlli che ricevevano
solo il farmaco, nei ratti trattati con calcio antagonista + sodio nitrito si sono riscontrati i
seguenti aumenti della frequenza media di lesioni del DNA: nifedipina + 117%,
nitrendipina + 111%, nicardipina + 60%, verapamil + 30%; per la nimodipina risultati
preliminari indicano che 1’aumento potrebbe essere dell’ordine di + 500%. Con la
dimetilamina, che in presenza di nitrito genera il noto epatocancerogeno N-
nitrosodimetilamina, 1’incremento delle lesioni del DNA ¢& risultato del 1980%. In
conclusione, questi primi risultati indicano che alcuni calcio antagonisti esercitano un
modesto ma non trascurabile effetto clastogeno, ed ¢ possibile che alcuni farmaci di questa
classe vengano nitrosati nello stomaco in nitrosocomposti genotossici.
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FOCI PRIVI DI MUCINE (MDF) COME BIOMARCATORI
DELLA CANCEROGENESI COLICA IN RATTI INDOTTI
COL CANCEROGENO COLON SPECIFICO 1,2
DIMETILIDRAZINA

Femia A.P., Salvadori M., Dolara P., Bottini C., Tessitore L., Caderni G.
Dipartimento di Farmacologia Preclinica e Clinica, Universita degli Studi di Firenze

Recentemente, abbiamo descritto nel colon di ratti trattati con cancerogeni colon
specifici, foci di cripte con produzione difettiva di muco (mucin depleted foci-MDF). Gli
MDF sono displastici e, in animali trattati con promotori della cancerogenesi, o, al
contrario, con agenti chemiopreventivi, sono correlati alla cancerogenesi. Inoltre gli MDF
mostrano marcate alterazioni nella via di segnalazione della B-catenina, una proteina
implicata nell’adesione cellulare, ma anche un membro della via di segnalazione Wnt
coinvolta nella cancerogenesi colica. Sulla base di questi risultati abbiamo ipotizzato che gli
MDF siano lesioni preneoplastiche e che possano essere usati come biomarcatori della
cancerogenesi colica. Per confermare ulteriormente questa ipotesi, abbiamo determinato gli
MDEF in ratti indotti con 1,2-dimetilidrazina (DMH) e trattati con polietilene glicole (PEG),
un noto inibitore della cancerogenesi colica sperimentale. Ratti F344 trattati con 2 iniezioni
s.c di DMH (150 mg/kg) sono stati suddivisi in: 1) controlli: nutriti con una dieta AIN-76 e
acqua ad libitum e 2) PEG: alimentati con la stessa dieta ma che ricevevano nell’acqua da
bere 5% di PEG. Sedici settimane dopo, il numero degli MDF era drasticamente ridotto
(P<0,01) nei ratti trattati con PEG (MDF/ colon: 5,2+0,8 nei controlli e 0,1+0,1 nel gruppo
con PEG, medie+SE). Dal momento che il PEG ¢ noto ridurre 1’insorgenza di cancro del
colon (3), questi risultati dimostrano che gli MDF sono lesioni correlate con la
cancerogenesi che possono essere proposti come endpoints per studiare la modulazione
della cancerogenesi colica in esperimenti a breve termine. Per caratterizzare ulteriormente
queste lesioni abbiamo studiato tramite immunoistochimica 1’espressione della p27, una
proteina inibitrice delle chinasi ciclino dipendenti, in grado di inibire la progressione del
ciclo cellulare. I risultati hanno dimostrato che 1’espressione nucleare della p27
(monoclonal mouse anti-human p27"" era marcatamente ridotta (P<0,001) negli MDF
rispetto alla mucosa normale. L’espressione citoplasmatica della proteina non era invece
variata. In conclusione questo studio dimostra che gli MDF sono lesioni correlate con la
cancerogenesi e che hanno una marcata riduzione della proteina p27 nel nucleo,
un’alterazione presente in molti tumori e nei tumori del colon in particolare; questi risultati
confermano quindi la natura precancerosa degli MDF.
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CARATTERIZZAZIONE DELLE VARIANTI
DI SPLICING DELLA DNA POLIMERASI BETA
NEL CANCRO GASTRICO

Simonelli V.!, D’Errico M.', Fortini P.!, Sapeva C.2, Palli D.?, Dogliotti E.!
'Dipartimento di Ambiente e Connessa Prevenzione Primaria, Istituto Superiore di Sanita,
Roma; *Centro di Epidemiologia Molecolare e Nutrizionale, Firenze

La DNA polimerasi beta (Pol b) ¢ la principale polimerasi coinvolta nel Base Excision
Repair (BER). L’inattivazione o 1’overespressione di Pol b pud essere implicata in
fenomeni di instabilita genomica e di cancerogenesi. La perdita di eterozigosi del
cromosoma 8p, contenente il locus di Pol b, ¢ un evento frequente in diversi tipi di cancro.
Mutazioni inattivanti Pol b o alterazioni del suo livello di espressione sono state descritte in
associazione con instabilita cromosomiche e potrebbero quindi fornire un vantaggio
selettivo nella tumorigenesi. Abbiamo condotto un’analisi di Pol b in campioni bioptici, di
tessuto normale e tumorale, di pazienti affetti da tumore gastrico. Il cancro gastrico ¢, a
livello mondiale, una patologia molto frequente, la cui eziologia ¢ complessa e
multifattoriale. Il campionamento ¢ stato effettuato in un’area ad alta incidenza di cancro
gastrico (Toscana, zona Nord-Est). Mentre I’analisi di sequenza del DNA non ha
evidenziato la presenza di mutazioni, né nelle sequenze esoniche né nelle giunzioni di
splicing, I’analisi del c-DNA di 20 pazienti e 3 linee cellulari ha portato all’identificazione
di numerose varianti di Pol b, originatesi dalla perdita di uno o piu esoni. La perdita degli
esoni 2, 5, 6, 9 e alfa ¢ risultata un evento molto frequente. In particolare, in alcuni
individui, la variante priva dell’esone 2 ¢ risultata piu rappresentata rispetto alla forma
normale. La variante priva dell’esone 2 origina una proteina di 26 amminoacidi,
probabilmente priva di attivita catalitica Nell’ipotesi che queste varianti possano avere un
ruolo nella regolazione dell’espressione di Pol b, molecole di c-DNA di Pol b sono state
clonate all’interno di un vettore che permette 1’espressione in cellule di mammifero.
Fibroblasti murini proficienti e difettivi in Pol b sono stati trasfettati con il vettore
contenente il c-DNA mancante dell’esone 2. Gli estratti dei cloni trasfettati sono stati testati
in saggi di riparazione in vitro. I fibroblasti difettivi trasfettati con la proteina variante sono
incapaci di catalizzare la reazione di riparazione in vitro. Inoltre, la sensibilita a un agente
alchilante dei cloni trasfettati non viene alterata dall’espressione della proteina variante.
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MODELLI SPERIMENTALI PREDITTIVI DI
VULNERABILITA NELL'UOMO:
CRITICITA PER IL TERZO MILLENNIO

Alleva E., Branchi I.
Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze, Istituto Superiore di Sanita, Roma

La tossicologia comportamentale ¢ diventata una disciplina adulta nella prima meta
degli anni settanta con la pubblicazione di Behavioural Toxicology di Bernard ‘“Bernie”
Weiss della scuola medica dell’Universita di Rochester. Qui presso I’ISS gia da alcuni anni
Gian Luigi Gatti prima e Giorgio Bignami poi (in quel Laboratorio di Farmacologia
originato da una Chimica terapeutica che datava dai temi di Daniel Bovet) davano un
contributo pionieristico alla tossicologia comportamentale. Ma ¢ stato soprattutto a partire
dalla fondazione, del 1982, del Laboratorio FOS, e grazie alla sinergia con il gruppo
coordinato da Hanna Michatek che la teratologia comportamentale € fiorita, e prosegue fino
ai nostri giorni come testimoniato dall’intervento di Gemma Calamandrei. I gruppo
dell’ISS ¢ stato latore di un messaggio particolare, quella analisi degli effetti di agenti
farmacologici o tossicologici che producevano modificazioni comportamentali (reversibili
o irreversibili) ma con