PROPRIETA' GENOTOSSICHE E PRE-SCREENING DI CANCEROGENESI

A. CARERE
Istituto Superiore di Sanita, Roma

RIASSUNTO. - Dopo una introduzione sullo stato attuale del
le conoscenze sull'impiego di tests di mutagenesi per 1la
valutazione del rischio genetico e per la predizione di
quello cancerogeno, si fa riferimento ai lavori svolti in
sede CEE {(Lussemburgo) per la definizione dei tests di mu
tagenesi {(All. V) per 11 dossier minimo della VI Modifica

Dopo ampia discussione s3i é arrivati ad un accordo
sulla necessitad 4i utilizzare due tests, uno in un siste-
ma genetico batterico (test di mutazioni geniche) ed uno
a livello eucariotico {test di mutazioni cromosomiche).Sg
no stati inoltre definiti i protocollo sperimentali 4i %
saggi 41 mutagenesi (test di mutaziconi geniche in Salmo -
nella ed in E.colil; test in vitro per l'induzione di aber
razioni cromosomiche In colture di cellule di mammifero:
test in vivo per le aberrazioni cromosomiche nel midollo
os3eo a4l roditori; test del micronucleo in roditori).

51 fa riferimento al suggerimentl dell'NCSE ed infi-
ne =1 discute il significate dl tali zscelte confrontando-
le con gquelle di altre direttive della CEE.

31 conclude con un accenno a quanto 31 prevede Der
1'allegato VIIT.

frima di descrivere o commentare A situazlone attua
te rigardante la detinislone dei fests <1l matagenesie d |
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pre-screening della cancerogenesi nell'ambito della diret
tiva CEE 79/831 (VI Modifical}, che & l'argomento di que -
sto convegho, ritengo opportuno fare delle considerazioni
generali sulla mutagenesl e sui criterl da segulre nella
scelta dei tests.

La problematica della mutagenesl chimica ha acquista
to una huova € pid importante dimensione dalla realizza -
zione che le mutazioni indotte in animall come i mammife-
ri (uomo compresc) possonc riguardare non sclo le cellule
germinall 1interferendo con i1 meccanismi ereditari e produ
cendo effetti deleterli come le malattie congenite, gll
aborti e rari casi 4l cancro {(retinoblastoma bilaterale},
ma possohe esercitare 1 loro effetti anche in cellule di
tessuti di vari organi, cioé a livello delle cellule soma
tiche. Oggi 81 ritiene che le mutazioni somatiche siano
uno del meccanismi d'iniziazione della crescita tumorale;
anche se restano ancora molti punti da chiarire sullo svi
luppo del cancro, attualmente sonoc disponibill molte evi-
denze a fTavore di una stretta assoclaziocne tra potenziale
cancerogeno e potenziale mutageno per la maggior parte de
gli agenti chimici. Conseguenza di questa realizzazione &
che l'attivitd mutagena degli agenti chimici viene guarda
ta come un possibile rischlo peéer la salute umana non sclo
per le generazioni future, fatto di per sé tutt'altro che
trascurabile, ma anche per le possibili conseguenze sugli
individui attualmente esistenti.

Un altro fatto importante & stato la realizzazione

che 1 fattori ambilentali, € tra guesti soprattutto gli a-
genti chimici, rappresentanc le cause principali di canay
una grande quantita di conoscenze accumulatesi nell'area

della genetica fa ritenere probabile che essi possano sva
gere 1 loro effetti deleteri anche a livello delle cellu-
le germinali nella pepolazione umana. Essendo guindi teo-
ricamente possibile una prevenzione primaria assume impor
tanza fondamentale l'identificazione degli agenti mutage-—
ni e/o cancercogeni prima che vengano a contatto con 1l'uo-
mo. La consapevolezza della gravita ed irreversibilité dei
rischi mutageni e/o cancerogeni che possono essere causa-
ti dal sempre crescente numerc di prodotti chimici che ven
gono a contatto con 1l'uomo attraversc le vie piu dispara-
te, ha spinto le autorita sanitarie ed amministrative di
varl Paesi e di organizzazioni sovranazionali come la CEE
a cercare di definire normative per il controllo deil sud-
detti rischi, cosl come in passato si & fatto per le pra-
diazioni. C'é tuttavia da osservare che tali iniziatived
muevone molto lentamente, essendo gquasi tutte in fase di
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studio e non ancora ufficializzate, soprattutto a livello
comunitario.

oggl le proposte del tests di mutagenesi possong es-
sere formulate, nel quadro di qualsiasi programma tosalco
loglco generale, sulla base di un impreasionante "“back
ground" di conoscenze scientifiche sui meccanlsmi geneti-
ci ed anche sulla base dl uno sviluppo imponente di procs
dure sperimentali che possono essere impiegate, alcune del
le quall sono state convalidate a livello internazionale
(Hollstein et al., Mutat. Res., 65, 1979, 133-228).

L'obiettivo principale del tests di mutagenesi & quel
lo di scoprire se un agente chimice pud interagine con 1
meccanismi eredlitari della cellula ad ognune del tre 11 -
velli di organizzazione genetica e clod gene, cromosoma,
genoma. Oltre al tests che utilizzanc eventi genetict ape
¢ifici al suddettl tre livelll di organizzazione genetica
(tests di mutagenesi propriamente detti), sono rilevanti,
al fini della tossicologla genetica e del pre-screeningd
cancerogenesi, anche 1 tests che controllanc 1!'induzione
dl danni primari al DNA attraverso misure di stimolazione
o inibizione della ricombinazione e della riparazione.

Cato che nessuno del tests sinora messi a punte, per
quanto sensibile, & capace da so0lo di provvedsre tutta
questa informazione, per ora non esiste alternativa alla
necessita di sottoporre gli agentl chimicl ad una batte -
ria di tests. Mentre l'approccio multli-test sembra ormat
accettate internazionalmente, non c'é ancora pieno accor-
do su quale scelta e quale setfuenza particolare dl teste
sia la pil approprlata. In linea generalé sl possono di-
stinguere tre tipi principall di approccio multi-tesat: 1)
quello.del "tier-test”, cioéd d1 diversl livelli di richie
ste a seconda dell'entitd dell'esposizione; 2) quello del
la batteria 31 un numero fissoc di tests complementari: 3)
quello gerarchico, che in un certo sensc combipna gli ele-
menti principall dei primi due approcci e prevede 1'appl}i
cazlone progressiva dl tests di verifica; in pratica si
basa sul riconcscimento di gerarchie di tests per gli stes
si eventl genetici, dail pid sempllci a quelll pid complesg
si e significativl per l'estrapolazione dei dati all'uomo

E' difficile dire a priori quale di questi approcct
gia i1 migliore. Un esempio tipico di approcclo 41 batte-
ria & guello formulato dalla Commisgsione Ministeriale Ita
liana per la Mutagenesl, Cancerogenesi e Teratogenasi
(DM 5/¥/77) che prevede, per tutte le sostanze chimiche
nuove, l'impiego di cinque tests: due per 1l'induzione di
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mutazioi geniche (uno procariotice ed une eucariotice},
due per le aberrazioni cromosomiche {un test "in wvitro"
ed uno "in vivo"} ed un test per i danni primari al DNA
(riparazione o ricombinazione). I risultatl che si posso-
no cttenere dall'impiego integrato e parallelo dei cingue
tests permettono, rapidamente € con una spesa non eccessi
va, 41 arrivare ad una vaiutazione adeguata del polenzia-
le genetico degli agentl chimicil ed anche del loro poten-
ziale cancerogenc.

Un esempioc degno di menzione, sla perché storicamen-
te e stato il primo, sia perché ha influenzato i successi
vi, & 1'approccio legislativo noto come”three-tier test
protocel" formulato nel 1972 dal genetista inglese B. Brid
ges. L'approccio di Bridges era ispirato dai seguenti tre
principi generali: 1) un mutagene chimico non deve essere
immesso nell'ambiente umano se esiste un sostituto non mu
tageno; 2) 1l'estensione ed il rigore delle procedure di
"screening' dovrebbero essere correati all'intensita del-
l'esposizione e diffusione umana; 3) un agente mutageno
pud essere usato se 1l beneficio che comporta supera i1
rischio. Il protocolleo distingue incltre tre livelli di
procedure: a) due tests "in vitro" {(uno per le mutazieni
geniche ed uno per quelle cromosomiche) per le sostanze d
cui non si preveda ingestione e che non $1 accumulino neil
tessuti; b) sostanze di larga diffusione {additivi alimen
tari, farmaci, cosmeticl, pesticidi, ecc.} debbono essere
sottoposti ad altri due tests "in vivo”™ su mammiferi; ¢!
le sostanze risultate mutagene al primo o secondo livello
debbiono essere sottoposte ad un terzo livello di procedu-
re che permettanc una valutasione quantitativa del rischic
sepuita da una valutaziene del rapporto rischio/beneficic

Per guante riguarda 1 criteri generalil da seguire nel
la scelta deil tests, criteri che dovrebbero soddisfare siz
il rigore scientifico che guello sanitario, ritengo che 1
principali sianc i seguenti: a) il valore predittivo del-
l1'insieme del tests per determinare ogni tipo di eventog
netics o danno primario al DNA; b) ii valore predittivo
per gli effetti ereditabili a livello delle cellule germi
nali; ¢) il valore predittivo,nej confronti deila cancerg
genesi; d} la sencibilita a varie classi chimiche di com-
posti; e) la rilevanza metabolica e fisiclogica per l'uo-
mo: f) la riproducibiliti dei risultati: g} dimensionidel
la popoliazione cellulare tall da evidenziare aumenti mini
mi rispetto alla frequenza di mutaziore spontanea. Inol -
tre, non vanno dimenticati criteri pratici come la possi-
bilita d'impiego su larpga scala, la disponibilita attuale
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di competenze, il costo, la durata, la semplicita della
messa 4 punto e la facilita nel preparare personale quali
ficato; incltre, non essendo stata ancora dimostrata, al-
meno in maniera chiara, la superiorita di alcuni tests ri
spetto ad altril, occorre dare la possibilita di scegliere
tra tests alternativi per 1'induzione dello stesso e-
vento genetico.

In linea teorica, una buona batteria dovrebbe compren
dere sia sistemi specifici per 1l'induzione di mutazioni
pgeniche e cromosomiche che tests indicatori di danni pri-
mari al DNA {ricombinazione o riparazione).

Per quante riguarda la direttiva CEE 79/831 (VI Modi
fica) concernente la classificazione, 1l'imballaggio e la
etichettatura delle sostanze pericolose, diverse riunioni
svaltesi in [ussemburgo tra le delegazioni del Paesi mem-
bri, hanno portato alla definizione dei tests di mutagene
si {(compresc il pre-screening di cancerogenesi) per il dos
sier di base (Allegato VII) da consegnare all'atto della
notifica.

La posizione iniziale della CEE, condivisa da molti
Paesi membri, & stata gquella di avvalersi delle raccoman-—
dazloni contenute in un decumento preparato dal gruppo 0C
SE (QECD) ed intitolato "Principles for the evaluation of
the mutagenic and carcinogenic potential of chemicals"per
ché 1n tal modo si potesse arrivare a delle formulazioni
in accordo con le posizioni di altri Paesl industrialmen-
te importanti come gli USA, il Giappone e la Norvegia,che
non fanno parte della CEE. Secondo guesto documento i
tests di mutagenesi da impiegare per il "Minimum Premar -
ket Data Set" {(MPD}, cioé per il dossier di base debbono
e¢ssere semplici, riproducibili, sensibili alla classe di
composti chimicl in esame, di costo accettabile e debbono
aver dimostrato L'utilitd nello "screening” di un certornu
mero di composti chimici. In particolare per il dossierd
bbase si suggeriscono due tests: uno batteriologico per la
induzione di mutazioni geniche (test di Ames 1n prima i-
stanza, con la possibilitd d'impiego dell'E.colileduno ci
togenetico per le aberrazioni cromesomiche, con la prefe-
renza accordata al tests "in vitro" rispetto a quelli "in
vive" (nnalici metafasica del midollo ozseo oppure micro-
nucleo in roditori}. Dopo lunghe discussioni in Lussembur
go si @ arrivati, con gqualche inevitabile compromesso, al

la seguente formulazione: 1} un test per l'induziocne di
mutazioni geniche in celiule procariotiche come la 5., ty-
phimurium; 1'E.coli & anche accettabile. La scelta tra

questi due microrganismi pud essere determinata dalla na-



176

tura chimica della sostanza da saggiare; 2) un test per
i'induzione di mutazioni cromosomiche in cellule di mammi
fero coltivate "in vitro"; un test "in vivo" (test del mi
cronucleo ¢ analisi metafasica di cellule di midolle o5~
seo di roditori)} & anche accettabile. Oltre a cid si & ar
rivati alla definizione dei protocolli sperimentali dei se
Ruenti cingue tests utilizzabill per il dossier di base
test della S.typhimurium da applicare almenoc su quattro cep
pi {TA1535, TA1537, TA98 e TA1DD) con e senza attivazione
metabolica; 3) test della reversione try—try in E.coll
in tre ceppi (WP2, WP2uvrA e WP2uvrApKM 101) con e senza
attivazione metabolica- 4) test citogenetico "in vitro” da
applicarsi -in celture di linee cellulari stabilizzate o]
colture primarie di cellule di mammifero; %) test citoge-
netico "in vivo" in cellule del midollo osse¢ di rodito-
ri; 6) test del micronucleo in roditori.

C'é da osservare che la formulazione CEE, rispettso al
documenito OCSE, ha comportato un'attenuazione della prio-
ritd che era stata riconosciuta al test della Salmonella
rispetto a quello dell'E.coll ed al test citogenetico "in
vitro" rispetto a quelli "in vivo". A tale propositc oc-
corre tener presente che 1'impiege dei tre ceppl di E.co-
1li WP2 proposti non pud essere considerato equivalente al
l'impiege dei guattro ceppi di S.typhimurium per quanto
riguarda la capacita di rivelare mutazioni puntiformi sia
del fipo "sostituzione di base" che “inserzione o delezic
ne" (in inglese "frame-shift"). Infatti il sistema geneti
co dell'E.coli WP2, che ha una mutazione "ochre" nello
¢peron della triptofansintetasi, rivela essenzialmente mu
tazioni di tipo "sostituzione di base"; }'introduzione del
plasmide pKM101 in uno del ceppl WP2 permette di rilevare
anche alcuni dipi di mutageni "frame-shift" ma non permel
te di rivelare altril tipi di "frame-shift" ev.dengiabili
con 1 ceppi TA1537, TA1538 e TA®8 di 3.typhimurium: gque -
5t1 ultimi sono particolarmente sensibili alle mutazioni
"frame-shift" grazie alla presenza, nel loro DNA, di se-
quenze nucleotidiche ripetute {(~0-G-C-G-C~G-C-G~ oppure
-C-C-C-C~) che sono delle vere "hot spots” per la mutage-
nesl di certe classi di mutageni.. ('é anche da dire che la
presenza, nei ceppi di Salmonella, della mutazione rfa,
che causa la perdita parziale della parete esterna lipepo
lisaccaridica della cellula batterica, facilita la diffu-
sione di grosse molecole organiche (es. molte amine aroma
tiche e policiclici aromatici} dentro la cellula stessa.
In conclusione si pud dire che 1l'impiego dei ceppi di k.
coli dovrebbe essere integrato con quello dei due cepp!
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TA1537 e TA98 di Salmonella se non si vucle rischiare di
non rivelare alcuni tipi di mutageni "frame-shift"; a ta-
le riguardo & bene ricordare che le mutazioni di tipo
"frame-shift", dal punto di vista genetico e forse cance-
rogeng sono da considerarsi pild pericolose delle "sostitu
zioni di base". B

Riguardo ail %ests citogenetici si pud dire che quel-
1i "in vitro", almeno per 10 screening iniziale, dovrebbe
ro essere preferiti a quelli "in vive", se non altro per-
ché pil facilmente attuabili.ed applicabili ad un ampio
"range'" di concentrazioni.

Le prossime riunioni in Lussemburgo saranno dedlicate
alla definizione dei criterl ¢ dei tects da adottare per
il dossier supplementare (Allegato VIII}, che prevede due
diversi livelli: il livello 1}, per sostanze il cul quanti
tatlvo annuo & tra 10 e 50 tonnellate ed il livello 2y,
per quantitativi annui da 1.000 a 5.000 tonnellate. Riguar
do al livelle 1) si prevede quanto segue: nel caso di ri-
sultati negativi del dossier di base si debbono eseguire
un test di verifica della mutagenesl {(da scegllersi tra
tests di mutazioni geniche in eucarioti e tests di aberra
zioni cromosomiche "in vivo”)} ed un test di verifica del
pre-screening dl cancerogenesi, da scegliersl tra tests di
mutagenesi (a livello genlco e cromosomico), tests indica
‘tori (riparazione, SCE, "crossing-over", conversione genl
ca), tests di trasformazione. Se queste due prove di veri
flca sono negative allora s'interrompe questo tipo di spe
rimentazione; se 11 test di verifica della cancerogenesi
€ positivo, allora si ricorre alla cancerogenesi a lungo
termine; se & positivo 11 test di verifica della mutagene
si, allora sono richiesti altri due saggi di mutagenesi.
Nel caso del livelle 2 & obbligatoria la cancerogenesi a
lungo termine, oltre a prove dl fertilita ed altri studi
tossicocinetici. E' evidente che si tratta di un apprec-
cio di tipo gerarchicc, che perd allo stadio attuale & an
cora molto confuso. 31 tratteria di definire delle gerar-
chie di tests per 1o stesso tipo di eventi genetici e del
le particolari sequenze sulla base deil risultati deil vari
tipi di tests.

Trattandosl di un compito molto delicato sara oppor-
tuno che la Commissione itallana per la valutazione degli
seffetti mutagenl, cancerogeni ¢ teratogenl esamini atten-
tamente 11 problema in modo da suggerire alla delegazione
italiana gli orientamenti ¢da seguire nelle prossime riu-
nicni che si terranno in Lussemburszo.



PROPRIETA' TOSSICOLOGICHE E BUONE PRATICHE DI LABORATORIO

V. SILAND
Istituto Superiore di Sanita, Roma

RIASSUNTO. - L'elaborazione del metodl per la valutazione
delle proprietd tossicologiche di cul all'Allegato V del-
la Direttiva CEE 79/831, viene effettuata dal gruppo CEE
di esperti naziocnall designati dagli Stati membri che ade
gua a tal fine le linee guida predisposte da gruppi di e-
spertl sotto i1l coordinamento dell'Organizzazione per la
Cooperazicne e lo Sviluppo Economico (OCSE). La fase del
lavero finora conclusa riguarda i metodi relativi alle pro
prietd tossicologiche previste nell'AllegatoVII della men
zionata Direttiva e cioé, I metodi per la valutazione del
la tossicitd acuta e sub-acuta (orale, percutanea e 1nala
toria}, dell'irritazione cutanea e oculare e della zensi-
bilizzazione cutanea.

L'Allegato V conterra nell'introduzione generale,fra
l'altro, 1 principi delle Buone Pratiche di Laboratorio
{GLP) elaborati da un gruppo di esperti dell'QCSE e recen
temente adottati dal Consiglioc dell'OCSE.

Notevoll progressi sono stati realizzatl a livelloin
ternazionale anche per quanto concerne l'armonizzazione
dell‘'applicazione dei principi d4i GLP. Attualmente a 11 -
vello OCSE sono 1n discussione le modalitd per un approc-
cio graduale all'applicazione delle GLP e i c¢riteri per
valutare i programmi nazionali di applicazione delle GLP.
A livello nazionale sembra esservi un accordo sul fatto
che l'applicazione delle GLF possa essere assicurata me -
diante un sistema di acereditazione di singoli Laboratori
periodlcamente rinnovabile sulla base di risultati di i -
spezioni e di verifiche di alcuni studi svolti dai Labora
tori accreditati. Restano anccera, tuttavia da approntare
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gli strumenti normativi e le strutture operative per at -
tuare quanto previsto dal programma di applicazione delle
GLFP.

1. PROPRIETA' TOSSICOLOGICHE

In accordo alle raccomandazioni de! gruppe CEE di Cox
dinamento dei lavori per la elaborazione dell'Allegato V
della Direttiva CEF 79/831, 11 pruppo CEF di Esperti na -
ziconall incaricatc di elaborare 1 metodl tossicologici,.de
cise di iniziare i propri lavori dai metodi tossicologici
previsti all'Allegato VII che, fatte salve le previste e~
senzioni, dovranno essére applicati a tutti 1 nuovi compo
sti chimici industriali, indipendentemente dalle quantita
commercializzate.

uesta prima parte di lavoro appena conclusa na con-
sentito di elaborare i metodi per l'accertamento delle ca
ratteristiche di tossicitd acuta e sub-acuta {28 giorni!
per via orale, percutanea e inalatoria, dell'irritazione
cutanea o oculare e della sensibilizzazione cutanea. Pol-
ché questi metodi sarannc pubblicati con tutti i dettagli
sulla Gazzetta Ufficiale della CEE anche in lingua italia
na, non é il caso di descriverli qui in prande dettaglic.
Inoltre, poiché questi metodi sono stati elaborati adat -
tando, c¢on minori modifiche, alle finalitd della Diretti-
va CEE 79/831 1 metodi dell'Organizzazione per la Cogpera
zione e lo Sviluppo Economico {(OCSE), guanti fossero inte
ressati possono prendere visione di tali metodi originali
che sono stati recentemente adottati dal Consiglio della
OCSE e pubblicatil in lingua inglese ¢ francese.

Ritengo, quindi, sufficiente in guesta sede dare in-
formazioni sintetiche sui metodi tossicologici menzionati
precisando che mi riferiréd ai requisiti minimi sperimenta
li che dovrannc caratterizzare le sperimentazionl tossico
logiche effettuate secondo i metodi in guesticone.

La Tabella I confronta diversi parametri (specie, nu
mero e sesso, livelli di dose, etc.) dei nuovi metodi tos
sicologici in guestione.

Come risulta dalla Tabella I, la specie di elezione
per le investigazioni di tossicita acuta e sub-acuta & il
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ratto, per guelle di irritazione i1 coniglio, e per 1 sag
gl di sensibilizzazione & la cavia.

I1 numero minimo di animall per gruppo sperimsentale
& in genere S per sesso, con l'eccezione dei gruppl del
saggi di irritazione (3 animall per gruppo) e di sensibi-
iizzazione (20 animali dei due sessi per il gruppo tratta
to e 10 animali per il gruppo di controllo).

I 1ivelli di dose sono 3 per la tossicita acuta €
sub=-acuta ¢ 1 per gli altri saggl. La scelta del livelll
di dose della sostanza da sagglare & une degli aspetti di
maggiore importanza nella programmazicne degll esperimen-
t1 di tossicitd. Nel caso della tossicitld acuta, essi de-
vono essere scelti in modo da ottenere una curva dose-ri-
sposta e, dove possibille, permettere una valutazione del-
ta dogse letale 50 (DLgg). Nel caso della tossicita sub-acu
ta 11 livello di dose pil elevato dovrebbe causare effet-
ti tossici, ma non letall e il pil basso non dovrebbe pro
durre effettl tossici. Inoltre, per questi saggi di tossi
citd, é previsto un gruppo di controllo eventualmente trat
tato con 11 veicolo {se usato) e la duplicazione del grup
po di animalil trattatl con Ll livellc di dose pia elevato
qualora si desideri valutare la reversibiliti degli effeft
ti. Nel caso del saggi di lrritazione & previsto un so0lo
livello di dose; per 1 liguidl essc & 0.5 ml per l'irrita
zione cutanea e 0.1 ml per quello oculare e per 1 solldi
o semi-solidi 0.5 g per l'irritazione cutanea e 0.1 g per
quella oculare. Nel caso della sensibilitd cutanea la do-

se raccomandata é guella massima tellerata.

I1 trattamento degli animali con la sostanza da Sag-
glare viene sffettuato una sola volta nei saggi di tossi-
citd acuta e in quelli 4i irritazione, mentre nel casocdel
saggl d1 tossicitd sub-acuta esso viene ripetuto per 28
giorni. La durata del trattamentl inalatori & di 4 ore 3e€
acuti e di 6 are/giorno se sub-acuti, mentre di queill per
cutanei & 1 24 ore se acutl e di 6 ore/glornc se sub-acu
ti. La durata del trattamento, nel saggloe di irritazione
cutanea, & di 4 ore e in quello di irritazicone oculare,va
riabile a seccondo del potere irritante della sostanza in
esame. Nel caso della sensibillizzazione cutanea la proce-
dura del trattamento & pid complessa poiché essa si divi-
de in due fasi quella dell'induzione (iniezione intrader-
mica al glorno O e applicazione =ulla cute per 48 ore al
ziorno 7) e del saggio vero e proprio che viene effettua-
to al glorno 21 mediante applicazione sulla cute per 24
are.
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Osservazioni pericdiche degli animali trattati e di
controlle sonoc previste in tutti i diversi saggi, mentre
la durata massima del periodo di osservazione varia a se-
condo del saggio (Tabella I) e particolarmente con la ne-
cessita di accertare la reversibilita degli effetti tossi
ci.

Osservazioni dello stato di salute generale degli a-
nimali sono previste specificamente nei saggl di tossici-
ta acuta e sub-acuta. Tali osservazioni debbono riguarda-
re in particolare gli eventuali cambiamenti della pelle e
del pelo, delle membrane mucose e degli occhil, della fun-
Zzione respiratopria, motoria, circolatoria, nervosa e del
comportamento. Particolare attenzione meritano i sintomi
di tremori, convulsioni, eccessiva salivazione, diarrea,
letarge e coma.

L'esame necroptico degli animali é previsto nei sag-
gi di tossicitd acuta e sub-acuta, mentre l'esame istopa-
tologico ¢ espressamente richiesto solo nei saggi di tos-
sicitd sub-acuta. In particolare & previsto che 1l'esame
istopatologico sia effettuato su tutti gll organi e tessu
ti di tutti gli animali di contrello e di guelli trattati
con il livello di dose pil elevato. Gli organi e i1 tessu-
ti che mostrano alterazioni attribuibili al trattamento
con la sostanza in esame devono essere esaminati istologi
camente anche negli altri gruppi di animali trattati con
livelli di dose inferiori. L'osservazione di particelari
tipi di lesioni &, invece, necessaria nei saggi di irrita
zione cutanea e oculare e di sensibilitad cutanea.

Esami ematologicl e di biochimica clinica sont previ
sti nel sagpl di tossicitd sub-acuta; essl consistono nel
la determinazione dell'ematocrito, della concentrazione
dell'emoglobina, della conta degli eritrociti e leucocity
del potenziale di coagulazione, della attivitad della SGPT
e SGOT, dell'urina, della reatinina, dell'albumina & del-
le proteine seriche totali e della bilirubina totale.

Un saggio limite & previsto sia nei saggi di tossici
td acuta che cronica. Cid significda che se nessun effetto
letale {tossicita acuta) o tossico (tossicitd sub-acuta)
attribuibile alla sostanza in esame viene osservato in un
gruppo di animali trattato con una dose particolarmente e
levata, si pud ritenere non necessaric di svolgere ulte -
riori indagini. Le dosi dei saggi limite sonco riportate,
ove del caso, in tabella I.



2, BUONA PRATICA DI LABORATORIO

La buona pratica di laboratoric {GLP) riguarda il
processo di organizzaziocne e le condizioni nelle qualigli
studi di laboratorio sono pianificati, svolti, controilila-
ti e descrittl in un raﬁporto finale. E' chlaro che la ela
borazione e emanazione di norme nazionali di GLP hanng
importanti implicazionl internazionalil, particolarmente
dal puntc di vista degli scambi commerciali di composti
chimici. E', infatti, evidente che se ogni Paese pud ac -
cettare con fiducla i dati chimico-fisici, tossicologict
e ecotossicologlci prodotti in altri Paesi, la duplicazic
ne dei saggil pud essere evitata con notevole risparmio dI
tempi e dl risorse.

Lo sviluppo di un approcclo armonico a livello inter
nazionale all'elaborazione dei principi di GLP e alla 1lo-
ro applicazione & in via di sviluppo a livello dell'QCSE.
In particolare i principi delle GLP sono stati gia defini
ti e recentemente adottati dal Consiglio dell'OCSE e sa -
ranne pubblicati senza alcun cambiamente nell'introduzio-
ne dell'Allegato V della Direttiva CEE 79/831. E' impossi
hile in questa sede descrivere in dettaglio i principi gi
GLP, ma si pud dire in sintesi che essi forniscono norme
di comportamente nello svolgimento degli studi sperimenta
1i sui composti chimici che sono di validita generale nel
senso che non dipendono dal particcolare saggio effettuato
o dalla particolare scstanza sagglata. Alcuni elementi di
maggiore dettaglio sul contenuto del documento sul prinei
pi di GLP possono essere dedottl dalla tabella II. Neluwmen
tre {1 lavoro sul principi di GLP si pud dire concluso,at
tualmente & in piena fase di svolgimento a livello QCSE
quello relative all'elaborazione di un accorde internazio
nale per 1l'applicazione di tall principi. Il gruppe di e-
sperti dell'0CSE ha gia trovato l'accorde su due documen-
ti riguardanti rispettivamente "l'applicazione dei princi
pl OCSE di GLP"™ e "le raccomandazioni per i programmi na-
zionali di ispezione a laboratori”, Non essendo possibile
entrare nel dettaglio di gquesti documenti, basterd qui
menzionare che vi & un accordo sul fatto che il Laborato-
rio che intende svolgere un particcoclare saggio ha la re -
sponsabilitd di conformarsi ai nrincipl di GLP e che le
Autoritd nazionali hanno la responsabilitd di contreollare
¢id e di prevedere sanzioni nel caso i principi di GLP non
slano applicati. Allo scopo di accertare che i Laboratori
applichino 1 principi di GLP sono previste ispezioni pe -
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riodiche ¢ verifiche di alcuni studi svoltl dal Laborato-
ric.

Pertanto i1 dati tossicologici ottenuti secondc una
delle metodologie precedentemente descritte, applicata sg
condo i menzionati principi di GLP, dovranno essere accel
tati In gqualsiasi Paese della CEE e dell'QCSE.

I1 riconoscimento di programmi nazionali concernenti
le GLP pud avvenire mediante un accordo internazionale bi
laterale o multilaterale.

Restanc ancora da definire in una ultima riunione del
gruppo di esperti dell'OCSE, prevista a Paripi nell'otto-
bre 1381, l'approccic graduale all'applicazicone del prin-
cipi di GLP {ai laboratori, ai tipi di saggio e ai tipid
sostanze), 1 criteri per valutare la conformita dei pro -
grammi nazionali relativi alle GLP e la verifica del proyv
vedimenti adottati.

A livello nazionale occorre definire gli strumenti lg
gislativi e operativi per dare seguito agll impegni inter
nazionali gid assunti o in via di assunzione.

Una possibilita € che il Governo italiano ricorra ad
un meccanismo di autorizzazicne dei laboratorl gualifica-
ti. Con tale meccanismo 1fAutoritd nazionale competente
potrebbe certificare che un particolare laboratorioc é com
petente a effettuare unc o pin tipo di saggi su una o piu
classi di sostanze chimiche secondo i criteri previstidal
la legge. Tale autorizzazione dovrebbe essere concessaper
un periodo di tempo limitato {(circa 2 anni) e rinnovata
gsulla base del risultati di periodiche ispezioni al labo-
ratori e verifiche degli studi.

Restano da emanare le ncrme per conferire all'Autorl
tid {Ministero della Sanitd e Istituto Superiore di Sanita!
nazionale competente 1l mandato di svolgere 1 seguentican
piti:

a) predisporre e preparare ii personale necessario per ef
fettuare le ispezioni;

b) pianificare ispezioni regolari dei laboratori:

¢) rilascilare i certificati di accreditazione;

d) richiedere al laboratori non in regola i miglioramenti
necessari o. nei casi estremi, cancellare 1'accredita-
zione; '

e) mantenere un registro dei laboratori approvati, comple
to dei tests per cui 1'accreditazione & stata rilascia
ta;
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f) fornire informazioni alla CEE e ad altri Organismi in-
ternazionall,

Un altrc aspetto che richiede attenzione a livello
nazionale & guello concernente 1'applicazione dei princi-
pi di GLP ai diversi tipi di sostanze chimiche inclusi i
farmaci, gli antiparassitari, i cosmetici, gli additivi
alimentari, i predotti chimici industriali, ete. Al momen
o 1l principale sviluppo-nell'applicazione delle GLP in
Italla sta avvenendo nel contesto del recepimento dellali
rettiva CEE 73/831 che, come & ben noto, concerne soltan-
to 1 nuovi prodotti chimici industriali.
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Tabella 2

INDICE DEL DCCUMENTC OCSE SUI PRINCIPI DI BUONA PRATICADI

LABCRATORIO

»

sezione I Introduzione

2.3.
2.4,

Prefazione

Scopo

Definizione dei termini

Buona pratica di Laberatorio

Termini concernenti l‘'organizzazione della struttura
per lo svolgimento dello studio

Terminl concernenti lo studio

Termini concernenti la sostanza in esame

Sezione II Buona Pratica di Laboratorio

e
R W e

LAV

w W W
W= W

.
.

B b b W w
Ean s AR S & ) B PR L I SN ) N Y

o

o))

o]
o

Organizzazione della struttura per lo svolgimentodl
lo studio e personale

Responsabilita della direzione

Responsabilita del direttore dello studio
Responsabiliti del personale

Programma per assicurare la gualita dello studio
Aspetti geherall

Responsabilita del personale addetto all'unita per
assicurare la gualita dello studio

Strutture

Aspetti generaili

Strutture per i sistemi di saggio

Strutture per trattare le sostanze di sagglic e diri
ferimento

Strutture di archivio

Eliminazione del rifiuti

Apparecchi, materiale e reagenti

Apparecchi

Materiali

Reagenti

Sistemi di saggio

Fisici e chimici

J3iglogici

Sostanze da saggiare ¢ di riferimento

Ricevimento, trattamento, campionamento & conserva -
zione

Caratterizzazicne

T - Min Sanita - Annaii delllst Sup. Sanina Val. 17,
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7. Procedure operative standard
7.1. Aspetti generall
~7.2. Applicazioni
B. Svolgimento dello studio
B.1. Pianificazione delloc studio
8.2. Coentenuto del planc dello studic
9. Rapporto sul risultati dello studio
9.1. Aspetti generali
9.2. Contenuto del rapporto finale
10. Conservazicne e mantenimento dei registri & dei ma-
teriali
10.1. Conservazione e consultazione
10.2. Mantenimento

APPENDICE - Referenze



SEZIONE TV: INVENTARIC EUROPEQ DELLE SOSTANZE CHIMICHE (EINEZCS)

ELABORAZIONE E FINALITA' DELL'INVENTARIO EURCPE(Q DEL-
LE SOSTANZE CHIMICHE

. MOSSELMANS
Servizio Ambiente della CEE, Bruxelles

RIASSUNTO. = La relaziore traccia un quadro sintetico dei
diversi laveri, inizlati nel 1979, che hanno portate alla
declsione della Commlssione dell'll maggic 1981, che defi-
nisce la realizzazione deil'inventario delle sostanze esi-
stenti sul mercato comunitario il 18 settembre 1981.

In particcolare vengono brevemente definiti:

- 1'invertario di base ECOIN

- 11 Compendio delle sostanze conosciute

~ 11 Manuale "Come dichiarare per 1l'irventario EINECS"

- nonché i diversi formularl adeottati per la dichiara-
zlone.

1. FERCHE' L'INVENTARIC

Vista 1'impostazione di questa 4% Sezione del Convegno,
mi limiterd a tracciare unra Lreve croristoria dell'inventa
ric europeo.

Nel 1976 la Commissionrne CEE, rulla bare di una esigenza
che andava matdrando gia Jda tempo, presenta al Conslelic
una preposta di modifica della direttiga sulle sostarze pe
ricolose, meglio conosciuta npoi come 6 Modifica; unc del
punti qualificanti di tale proposta era, ed € tuttora, la
notifica delle sostanze chimiche nuove, l'obbligo cice di
prepararne una vera e propria carta di identitd, con tutte
le proprieta chimico-fisiche, tossicologiche ed ecotossicg
logiche, che ne consentaro la valutazione di pericolo per
l'uomo e per l'ambiente prima dell'immissiore sul mercago.

Se perd da un punto di vista generale uesta esigenza
era sentita e condivisa da tutti i rappreseritantl degli Sta
t1 membri, appariva imredistamente gra domarda pia che le-
gittima: come stabilire il iimite di demarcazione fra so-
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stanze vecchle e sestanze ruove., E' risultato cicd che, non
sole a livello governative, ma anche a livello irdastriale,
ron si aveva una chiara ed esatta cognizione di quali e quan
te sostanze chimiche venivanoc prodotte, importate o comun-
que commercializzate nel territorio della Comunitd. Nasce-
va & questo punto, quindi, l'esigenrza di redigere un inven
tario delle sostanze esistenti di cui, devo dire, proprioc
la delegazione italiana si & fatta sin dall'inizio promo-
trice.

2. SCELTA DELLE MODALITA' OPERATIVE

Ltart., 13, paragrafo 1, della 6a Modifica precisa quin-
di che la Commissione stabilisce, segnatamente in base alle
infermazioni fornite dagli Stati membri, un inventaric del
le sostanze esistenti sul mercato comunitario i1 18.9.1981.

Parallelamente al lavori del Consiglio, la Commissione
iniziava lo studioc, con l'aiuto degli esperti degli Stati
membri, delle modalitd operative con cui tale problema an-
dava affrontato. Si poneva infatti la necessitd di scepglig
re fra diverse soluzioni, se cloé tutte le sostanze doveva
re essere dichiarate dal fabbricarte e/o dall'importatore,
cor: © senza ]l'ausilio di una "candidate list", cosl come
era stato gia fatto dall'EPA per 1'inventario americano, o
se una soluzione mista poteva apparire piu ragionevelmente
attuablle. Tale scluzione mista, successivamente preferita
alle altre, dopc lunghe discussioni, sia per motivi di co-
sto che di tempo, prevedeva 1l'approntamentc di un inventa-
rio di base, stabilito sulla base dei dati disponibili nel
le liste esistenti a livello nazionale e internazionale,
da integrare pol con le dichiaraziconi supplementari da par
te dei produttori e/o importatori.

3. ELABORAZIONE DELL'INVENTARIC

Una volta accettato il principic di base, facilmente tra
ducibile in forma matematica:

Inventario finale = Inventario di base + Dichiarazione sup
plementare

rimaneva al Gruppo di lavoro della Commissione il compito
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di definire esattamente ciascun termine di questa equazio-
ne.

3.1 INVENTARIQ DI BASE ECOIN

L'inventario di bade (ECOIN = European Core Inventory),
¢ stato elaborato dalla Commissione, tenutgo conto del pare
re del Comitato per 1'adeguamento al progresso tecnico, ed
¢ stato redatto sulla base del dati disponibili che lascia
no ragionevolmente ed cbiettivamente presupporre 1'esisten
za sul mercato comunitario delle sostanze che in esso figu
rang.

Esso comprende:

- un indice numerico delle sostanze cosl come individua
te dal "CAS Registry Number";

- un indice alfabetico della nomenclatura delle stesse
sosStanze;

- un indice delle formule molecolari.

Tuttavia se il sistema pud apparire semplice da questa
schematlca descrizione, molte difficoltad sone state incon-
trate in fase operativa, tanto che si & pensato di utiiiz-
zare a questo scopo l'esperienza acquisita negli Stati Uni
ti dall'EPA per la compilazione dell'Inventario americanc.

3.2 COMPENDIO DELLE SOSTANZE CONOSCIUTE

E' ¢cosi nata l'idea di preparare un documento che faci-
litasse al massimo il compitc del dichiarante, per il caso
di sostanze non comprese nell'lnventaric di base, ma di na
tura chimica ben definita e con un numerc di riferimento
CAS; tale documento ha preso il nome di "Compendio di so-
stanze note!, e contiene circa 15.000 sostanze presenti sul
mercato americano ma per le guali non & raglonevelmente pog
sibile prevederne la presenza sul mercato della Comunita,

Esso comprende:

- un indice alfabetico della nomenclatura delle sostan-
ze c0sSi come individuate dal "CAS Registry Number" e dal
Codice EINECS attribuito dall'ECDIN:

-~ un indice per numero CAS delle stesse sostanze;
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- un indice delle formule molecclari,

3.3 FORMULARI PER LE DICHIARAZJONI SUPIFLEMENTARI

Per effettuare le dichiarazionl complementari sono sta-
ti definiti tre tipi di formulari, e precisamentc:

- 1l formularic A da utilizzare per dichiarare le sostan
ze presenti nel Compendio di sostanze note, mediante 1 due
codici numerici, il CAS Registry Number e il codice EINECS.

- 11 formulario B da utilizzare per dichiarare le sostan
ze non inserite nel Compendico, ma per le quali si conosce
sia il numerc CAS che la denominazione chimica secondo una
nomenciatura internazicnale riccnosciuta.

- il formulario C da utilizzare per dichlarare le sostan
ze non ben definite nella loro struttura molecolare 0 pri-
ve di numero di riferimento CAS.

3.4 DEFINIZIONE DI UN DOCUMEMNTO ESPLICATIVO

Al fine di rendere chiare a tutti le scelte operative
adottate e per consentire all'operazicne "Inventario" di
procedere nel migliore dei modi si & infine reso necessa-
rio preparare un documentc esplicative ad uso dei dichla-
ranti.

Tale documento, il cul titolo esatto & "Come fare la di
chiarazione per 1'Inventaric EINFCS", conesidera i due aspet
tl della dichiarazione, sia ciocé quellc amministrativo spig
gando le modalita di seguire per compilare correttamente i
formulari di dichiarazione, sia guello tecnico, definendo
1 eriteri scientifici adottati e fornendo numerosi esempi
pratici su come dichiarare.

4. TEMFQ UTILE PER LA DICHIARAZICNE

Dal momente in cui 1l'Inventario di base ECOIN sard pub-
blicato ufficialmente sulla Gagzzetta Ufficiale delle Comu-
nitd Europee, decorreranno esattamente nove mesi utili per
effettiare le dichiarazioni complementari.
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Tale lasso di tempo potrebbe apparire eccessivo, ma c'é
da tener presente ad esempio 11 tempo necessario alle Azien
de per verificare esattamente la natura chimica delle so-
stanze utilizzate: la Commissione infattl non potra accet-
tare dichiarazionl supplementari di sostanze indicate con
denominazioni commerciali o di fantasiai tale verifica po-
trebbe richiedere un certo tempo se, ad esempio, si rendes
se necessaric da parte dell'izienda interessata operante
alltinterno della Comunita contattare un eventuale produt-
tore di materie prime di un Faese terzo. Inoltre nei nove
mesi deve essere compresa anche l'eventuale corrispondenza
tre 1*Azienda e il Punto di contatto nazionale, e tra il
Punto di contatto nazionale e la Commissione, in caso di
dichiarazione errata da correggere o da riformulare.

5. PUNTC DI CONTATTO NAZIONALE

in base a quanto previsto dall'art. 13 della 62 Modifi-
2a, gii Stati membri stabiliscorc un Punte di contatto na-
zionale per 1'Invertario EINECS con il compiteo di raccoglie
re e trasmettere alla Commissione l¢ dichiarazioni presen-
tate dal fabbricante e/o lmportatore. Senza dilungarmi sui
complti specifici di tale struttura, esamiratl e discussi
in untapposita relazione, vorrel concludere scottolineando
L'estrema importanza e delicatezza del compiti assegnati
1i diversi Puntl di contatto nazionali, il cui ruclo sara
fondamentale nell'attuazione dell'EINECS, in gquanto unici
legami riconosciuti fra dichiarante e Servizil della Commisg
sione.



