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I

(Atti non legislativi)

REGOLAMENTI

REGOLAMENTO (UE) 201 7/735 DELLA COMMISSIONE
del 14 febbraio 2017

recante modifica del regolamento (CE) n. 440/2008 che istituisce dei metodi di prova ai sensi del

regolamento (CE) n. 1907/2006 del Parlamento europeo e del Consiglio concernente la

registrazione, la valutazione, l'autorizzazione e la restrizione delle sostanze chimiche (REACH), al
fine di adeguarlo al progresso tecnico

(Testo rilevante ai fini del SEE)
LA COMMISSIONE EUROPEA,
visto il trattato sul funzionamento dell'Unione europea,

visto il regolamento (CE) n. 1907/2006 del Parlamento europeo e del Consiglio, del 18 dicembre 2006, concernente la
registrazione, la valutazione, 'autorizzazione e la restrizione delle sostanze chimiche (REACH), che istituisce un’Agenzia
europea per le sostanze chimiche, che modifica la direttiva 1999/45/CE e che abroga il regolamento (CEE) n. 793/93 del
Consiglio e il regolamento (CE) n. 1488/94 della Commissione, nonché la direttiva 76/769/CEE del Consiglio e le
direttive della Commissione 91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE e 2000/21/CE ('), in particolare larticolo 13,
paragrafo 2,

considerando quanto segue:

(1) 1 regolamento (CE) n. 440/2008 (3 della Commissione istituisce i metodi di prova per determinare le proprieta
fisico-chimiche, la tossicita e l'ecotossicita delle sostanze chimiche applicabili ai fini del regolamento (CE)
n. 1907/2006.

(2)  E necessario aggiornare il regolamento (CE) n. 440/2008 per includervi in via prioritaria nuovi e aggiornati
metodi di prova adottati di recente dall'Organizzazione per la cooperazione e lo sviluppo economici (OCSE) al
fine di tener conto del progresso tecnico e ridurre il numero di animali usati a scopi di sperimentazione, confor-
memente alla direttiva 2010/63/UE del Parlamento europeo e del Consiglio (). Le parti interessate sono state
consultate in merito alla proposta.

(3)  Ladeguamento al progresso tecnico contiene venti metodi di prova: un nuovo metodo per la determinazione
delle proprieta fisico-chimiche, cinque metodi di prova aggiornati e uno nuovo per la valutazione dell’'ecotossicita,
due metodi di prova aggiornati per valutare il destino e il comportamento ambientale e quattro metodi di prova
nuovi e sette aggiornati per la determinazione degli effetti sulla salute umana.

(4)  L'OCSE esamina regolarmente le linee guida relative ai metodi di prova, al fine di individuare quelli che sono
scientificamente superati. Tale adeguamento al progresso tecnico elimina sei metodi di prova per i quali le linee
guida delllOCSE corrispondenti sono state soppresse.

(") GUL 396 del 30.12.2006, pag. 1.

(¥ Regolamento (CE) n. 440/2008 della Commissione, del 30 maggio 2008, che istituisce dei metodi di prova ai sensi del regolamento (CE)
1. 1907/2006 del Parlamento europeo e del Consiglio concernente la registrazione, la valutazione, l'autorizzazione e la restrizione delle
sostanze chimiche (REACH) (GU L 142 del 31.5.2008, pag. 1).

(}) Direttiva 2010/63/UE del Parlamento europeo e del Consiglio, del 22 settembre 2010, sulla protezione degli animali utilizzati a fini
scientifici (GUL 276 del 20.10.2010, pag. 33).
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(5)  E opportuno pertanto modificare di conseguenza il regolamento (CE) n. 440/2008.

(6)  Le misure di cui al presente regolamento sono conformi al parere del comitato di cui allarticolo 133 del
regolamento (CE) n. 1907/2006,

HA ADOTTATO IL PRESENTE REGOLAMENTO:

Articolo 1

L'allegato del regolamento (CE) n. 440/2008 ¢ modificato conformemente all'allegato del presente regolamento.

Articolo 2

Il presente regolamento entra in vigore il ventesimo giorno successivo alla pubblicazione nella Gazzetta ufficiale
dell'Unione europea.

Il presente regolamento ¢ obbligatorio in tutti i suoi elementi e direttamente applicabile in
ciascuno degli Stati membri.

Fatto a Bruxelles, il 14 febbraio 2017

Per la Commissione
1l presidente
Jean-Claude JUNCKER
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ALLEGATO

L'allegato del regolamento (CE) n. 440/2008 ¢ cosi modificato:

(1) Nella parte A ¢ aggiunto il seguente capitolo:

«A.25 COSTANTI DI DISSOCIAZIONE IN ACQUA (METODO DELLA TITOLAZIONE — METODO SPETTROFOTO-
METRICO — METODO CONDUTTIMETRICO)

INTRODUZIONE

Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida del’OCSE n. 112 (1981)

Presupposti
— Metodo analitico adeguato

— Solubilita in acqua

Informazioni generali
— Formula di struttura
— Conducibilita elettrica per il metodo conduttimetrico

Condizioni particolari

— Tutte le prove possono essere eseguite su sostanze di grado analitico o commerciale. Vanno presi in conside-
razione anche i possibili effetti delle impurita sui risultati.

— 1l metodo della titolazione non ¢ adatto per sostanze a bassa solubilita (cfr. infra: soluzioni campione).

— 1 metodo spettrofotometrico € applicabile soltanto alle sostanze con spettri di assorbimento UV/Vis sufficien-
temente diversi per le forme dissociate e non dissociate. Questo metodo puo essere adatto anche per sostanze
a bassa solubilita e dissociazioni non-acido/base, ad esempio la formazione dei complessi.

— Nei casi in cui & possibile utilizzare I'equazione di Onsager, il metodo conduttimetrico puo essere utilizzato
anche a concentrazioni moderatamente basse e nei casi di equilibri non-acido/base.

Documenti di riferimento

Il presente metodo di prova si basa sui metodi indicati nei riferimenti citati nella sezione “Bibliografia” e nel
documento Preliminary Draft Guidance for Premanufacture Notification dell’EPA, del 18 agosto 1978.

INTRODUZIONE, OGGETTO, PORTATA, PERTINENZA, APPLICAZIONE E LIMITI DI PROVA

La dissociazione di una sostanza in acqua ¢ importante per valutare il suo impatto sullambiente. Essa determina la
forma della sostanza che, a sua volta, ne determina il comportamento e il trasporto. Puo incidere sull'adsorbimento
della sostanza chimica nel suolo e nei sedimenti e sull'assorbimento all'interno di cellule biologiche.

Definizioni e unita di misura

La dissociazione ¢ la divisione reversibile in due o pitt specie chimiche che possono essere ionizzate. Il processo &
comunemente indicato dall’equilibrio:

RX = R+ X~
e la costante di equilibrio della concentrazione ¢

_ RAX]
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Ad esempio, nel caso specifico in cui R ¢ I'idrogeno (la sostanza ¢ un acido), la costante é:

_ g X7
K, = [H ] : [HX]
oppure
pK. = pH - log %

Sostanze di riferimento

Non ¢ necessario utilizzare le seguenti sostanze di riferimento ogni volta che si esamina una nuova sostanza. Esse
sono fornite soprattutto affinché la calibrazione del metodo possa essere effettuata periodicamente e che i risultati
possano essere confrontati con i risultati ottenuti con altri metodi.

Costante di dissociazione (pKa) (') Temperatura in °C
p-nitrofenolo 7,15 251
acido benzoico 4,12 20
p-cloroanilina 3,93 20

() Non é disponibile alcun valore per la temperatura di 20 °C, ma si puo ritenere che la variabilita dei risultati della misurazione
sia superiore alle variazioni dovute alla temperatura

Sarebbe utile disporre di una sostanza con diversi pK, come indicato nella sezione “Principio del metodo”. Una
siffatta sostanza potrebbe essere:

Acido citrico costante di dissociazione (pK) (1) Temp. in °C
1) 3,14 20
2) 4,77 20
3) 6,39 20

Principio del metodo

Il processo chimico descritto dipende generalmente solo in misura ridotta dalla temperatura nellintervallo delle
temperature registrate nell’ambiente. La determinazione della costante di dissociazione implica la misurazione delle
concentrazioni delle forme dissociate e non dissociate della sostanza chimica in esame. Conoscendo la stechio-
metria della reazione di dissociazione indicata nella sezione “Definizioni e unita”, si pud determinare la costante
corrispondente. Nel caso specifico descritto nel presente metodo di prova, la sostanza si comporta come un acido
o una base, ed il metodo pit facile consiste nel determinare le relative concentrazioni nelle forme ionizzata e non
jonizzata della sostanza e il pH della soluzione. I rapporto tra queste condizioni ¢ dato dallequazione per pK,
nella sezione “Definizione e unitd”. Alcune sostanze presentano pitt di una costante di dissociazione e possono
essere sviluppate formule analoghe. Alcuni dei metodi qui descritti si applicano anche alla dissociazione non-acido/
base.

Criteri di qualita
Riproducibilita

La costante di dissociazione va replicata (un minimo di tre determinazioni); i valori devono essere compresi in un
intervallo di + 0,1 unita logaritmiche.
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DESCRIZIONE DEL METODO

Vi sono due differenti approcci per la determinazione del pK,. Uno comporta la titolazione di una quantita nota
della sostanza con un acido o una base standard, a seconda dei casi; l'altro consiste nel determinare la concen-
trazione relativa delle forme ionizzata e non ionizzata e la sua dipendenza dal pH.

Preparazioni

I metodi basati su questi principi possono essere classificati come metodo della titolazione, metodo spettrofoto-
metrico e metodo conduttimetrico.

Soluzioni campione

Per il metodo della titolazione e quello conduttimetrico, dissolvere la sostanza chimica in esame in acqua distillata.
Per il metodo spettrofotometrico e altri metodi sono utilizzate le soluzioni tampone. La concentrazione della
sostanza di prova non deve superare il valore minore tra 0,01 M e la meta della concentrazione di saturazione; per
la preparazione delle soluzioni utilizzare la sostanza nella forma piti pura disponibile. Se ¢ scarsamente solubile, la
sostanza puo essere disciolta in una piccola quantita di solvente miscibile con l'acqua prima di essere aggiunta alle
concentrazioni sopra indicate.

Le soluzioni devono essere sottoposte a controllo per verificare la presenza di emulsioni utilizzando un fascio
Tyndall, soprattutto se ¢ stato utilizzato un co-solvente per migliorare la solubilita. Quando si utilizzano soluzioni
tampone, la loro concentrazione non deve superare 0,05 M.

Condizioni sperimentali

Temperatura

La temperatura deve essere controllata almeno a + 1 °C. La determinazione deve essere effettuata, preferibilmente,
a 20 °C

Se si ritiene che i risultati varino in modo significativo in funzione della temperatura, ripetere la determinazione ad
almeno altre due temperature. In tal caso, gli intervalli di temperatura devono essere di 10°C, con un controllo di
+ 0,1 °C circa.

Analisi

Il metodo sara determinato dalla natura della sostanza chimica in esame. Esso deve essere sufficientemente sensibile
da consentire la determinazione delle diverse specie a ciascuna delle concentrazioni della soluzione campione.

Esecuzione della prova

Metodo della titolazione

La soluzione campione ¢ determinata per titolazione con una soluzione acida o basica standard, secondo il caso.
Misurare il pH dopo ogni aggiunta di titolante. Vanno effettuate almeno 10 aggiunte incrementali prima del punto
di equivalenza. Se l'equilibrio € raggiunto abbastanza rapidamente, si puo utilizzare un potenziometro registratore.
Per questo metodo ¢ necessario conoscere con precisione la quantita totale della sostanza e la sua concentrazione.
Vanno prese le precauzioni necessarie per escludere la presenza di CO,. I dettagli della procedura, le misure precau-
zionali da adottare e il metodo di calcolo sono riportati nelle prove standardizzate, ad esempio nei riferimenti (1),

(2), 3) e (4)

Metodo spettrofotometrico

Trovare una lunghezza d'onda in cui le forme ionizzate e non ionizzate della sostanza presentano coefficienti di
estinzione significativamente diversi. Lo spettro di assorbimento UV/[Vis ¢ ottenuto da soluzioni di concentrazione
costante, in condizioni di pH in cui la sostanza ¢ praticamente non ionizzata, completamente ionizzata e a diversi
pH intermedi. Cid puo essere ottenuto mediante aggiunta di acido (o di base) concentrato a un volume relati-
vamente significativo di una soluzione della sostanza in un tampone a piti componenti, inizialmente a pH elevato
(basso) (rif. 5), o aggiungendo volumi uguali della soluzione madre della sostanza stessa, ad esempio in acqua
o metanolo, a volumi costanti di varie soluzioni tampone che coprono lintervallo voluto di pH. A partire dai
valori di pH e di assorbanza alla lunghezza d’onda scelta si calcola un numero sufficiente di valori pK, utilizzando
i dati ottenuti per almeno 5 pH diversi ai quali il tasso di ionizzazione della sostanza ¢ compreso tra il 10 e il
90 %. Ulteriori dati sperimentali e metodo di calcolo sono riportati nel riferimento (1).
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Metodo conduttimetrico

Utilizzando una cella, la cui costante ¢ nota e ridotta, misurare la conducibilita di circa 0,1 M di soluzione della
sostanza in acqua. Sono inoltre misurate le conducibilita di alcune diluizioni, accuratamente preparate, di tale
sostanza. La concentrazione ¢ dimezzata ogni volta, e la serie deve comprendere almeno un ordine di grandezza di
concentrazione. La conducibilita limite a una diluizione infinita ¢ ottenuta eseguendo una sperimentazione simile
con il sale di Na e estrapolando. Si pud quindi calcolare il grado di dissociazione a partire dalla conducibilita di
ciascuna soluzione utilizzando l'equazione di Onsager; successivamente, applicando la legge di diluizione di
Ostwald, la costante di dissociazione puo essere calcolata con la seguente formula: K = a2CJ(1 — a), dove C ¢ la
concentrazione in moli per litro e a ¢ la frazione dissociata. Vanno prese le precauzioni necessarie per escludere la
presenza di CO,. Ulteriori dati sperimentali e metodo di calcolo sono indicati nei testi di riferimento e nei
riferimenti (1), (6) e (7).

DATI E RELAZIONE

Calcolo dei risultati
Metodo per titolazione

1 pK, ¢ calcolato per 10 punti misurati sulla curva di titolazione. Si calcola la media e la deviazione standard di tali
valori pK,. Vanno inclusi un grafico del pH in funzione del volume di base o acido standard e una presentazione
sotto forma di tabella.

Metodi spettrofotometrici

L'assorbanza e il pH sono registrati per ciascuno spettro. Partendo dai punti corrispondenti ai dati relativi agli
spettri intermedi si calcolano almeno cinque valori pKa, nonché la media e la deviazione standard dei risultati.

Metodo conduttimetrico

La conducibilita equivalente A & calcolata per ciascuna concentrazione dell'acido e per ciascuna concentrazione di
una miscela di 1 equivalente di acido pitt 0,98 equivalente di idrossido di sodio privo di carbonato. L'acido &
eccedente per evitare un eccesso di OH- dovuto allidrolisi. Si rappresenta graficamente 1/A in funzione di VC e si
puo trovare il valore A, del sale mediante estrapolazione a concentrazione zero.

1 valore o dell'acido pud essere calcolato utilizzando i valori forniti dalla letteratura per H* and Na*. 1l pK, puo
essere ricavato dalle formule a = A, [A, e K, = a?C/(1 — a) per ciascuna concentrazione. Si possono ottenere valori
migliori per K, procedendo a correzione per la mobilita e lattivita. Calcolare le medie e le deviazioni standard dei
valori pK..

Relazione sula prova
Tutti i dati grezzi e i valori calcolati per il pK, devono essere presentati assieme al metodo di calcolo (preferi-

bilmente sotto forma di tabella, come suggerito nel rif. 1) cosi come i parametri statistici sopra descritti. Per
i metodi per titolazione, indicare informazioni dettagliate sui metodi di standardizzazione dei titolanti.

Per i metodi spettrofotometrici, presentare tutti gli spettri. Per il metodo conduttimetrico riportare i dettagli della
determinazione della costante di cella. Vanno indicati la tecnica utilizzata, i metodi di analisi e la natura di eventuali
tamponi utilizzati.

La o le temperature sperimentali devono essere indicate.

BIBLIOGRAFIA
(1) Albert, A. & Sergeant, E.P.: lonization Constants of Acids and Bases, Wiley, Inc., New York, 1962.

(2) Nelson, N.H. & Faust, S.D.: Acidic dissociation constants of selected aquatic herbicides, Env. Sci. Tech. 3, 1I, pp.
1186-1188 (1969).
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(3) ASTM D 1293 — Annual ASTM Standards, Philadelphia, 1974.

(4) Standard Method 242. APHA/AWWA|WPCF, Standard Methods for the Examination of Water and Waste Water,
14th Edition, American Public Health Association, Washington, D.C., 1976.

(5) Clark, J. & Cunliffe, A.E.: Rapid spectrophotometric measurement of ionisation constants in aqueous solution. Chem.
Ind. (London) 281, (March 1973).

(6) ASTM D 1125 — Annual ASTM Standards, Philadelphia, 1974.
(7) Standard Method 205 — APHA/AWWA NPCF (see above (4)).
(8) Handbook of Chemistry and Physics, 60th ed. CRC-Press, Boca Raton, Florida, 33431 (1980).»

(2) Nella parte B, il capitolo B.5 ¢ sostituito dal seguente:

«B.5 IRRITAZIONE/CORROSIONE OCULARE ACUTA
INTRODUZIONE

Il presente metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 405
(2012). Le linee guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche sono rivedute periodicamente affinché
riflettano le migliori conoscenze scientifiche disponibili. Nelle precedenti revisioni di questa linea guida si ¢ prestata
particolare attenzione, mediante la valutazione di tutte le informazioni disponibili sulla sostanza chimica in esame,
ai miglioramenti che si possono apportare per evitare prove non necessarie sugli animali da laboratorio e tenere
conto in modo pit adeguato del benessere degli animali. La linea guida n. 405 (adottata nel 1981 e aggiornata nel
1987, 2002 e 2012) raccomanda, prima di eseguire il saggio in vivo descritto per lirritazione/corrosione oculare
acuta, di effettuare unanalisi basata sul “peso dell'evidenza” (weight-of-the-evidence) (1) dei dati pertinenti esistenti.
Qualora i dati disponibili fossero insufficienti, si raccomanda di ottenerli mediante I'applicazione di sperimentazioni
sequenziali (2)(3). La strategia sperimentale raccomandata comprende l'esecuzione di prove in vitro validate ed
accettate ed ¢ descritta nell'allegato del presente metodo. Ai fini del regolamento (CE) n. 1907/2006 concernente la
registrazione, la valutazione, l'autorizzazione e la restrizione delle sostanze chimiche (REACH) (!), una strategia
sperimentale integrata ¢ inclusa anche nella rispettiva linea guida ECHA (21). La sperimentazione sugli animali
dovrebbe essere effettuata solo se ritenuta necessaria, dopo aver preso in considerazione i metodi alternativi
disponibili e aver utilizzato quelli ritenuti appropriati. Al momento della stesura del presente metodo di prova
aggiornato, esistono ancora casi in cui il ricorso a questo metodo di prova rimane indispensabile o obbligatorio
nell’ambito di alcuni quadri regolamentari.

L’aggiornamento pilt recente si ¢ concentrato principalmente sull'uso di analgesici e anestetici senza modificare il
concetto di base e la struttura della linea guida. LICCVAM (%) e un gruppo internazionale di esperti scientifici
indipendenti hanno esaminato l'utilita e i limiti di un ricorso sistematico ad anestetici per uso topico, ad analgesici
sistemici e a endpoint umanitari durante la prova di sicurezza in vivo dell'irritazione oculare (12). Da questo esame
¢ emerso che l'impiego di anestetici per uso topico e di analgesici sistemici permette di evitare agli animali la
maggior parte, se non la totalita, del dolore e dello stress senza modificare il risultato della prova, e raccomanda
che tali sostanze siano utilizzate in modo sistematico. Questo metodo tiene conto delle conclusioni di tale
revisione. E pertanto opportuno che gli anestetici per uso topico, gli analgesici sistemici e gli endpoint umanitari
siano utilizzati sistematicamente nell'ambito della sperimentazione in vivo dellirritazione/corrosione oculare acuta.
Qualsiasi eccezione deve essere giustificata. Le modifiche di cui al presente metodo contribuiranno in misura
significativa a ridurre o evitare il dolore e lo stress degli animali nella maggior parte delle sperimentazioni che
richiedono ancora una prova di sicurezza oculare in vivo.

Una gestione preventiva ed equilibrata del dolore comprende: i) un pretrattamento di routine con un anestetico
a uso topico (ad es. proparacaina o tetracaina) e un analgesico sistemico (ad es. buprenorfina), ii) un programma di
trattamento post-esposizione di routine con un analgesico sistemico (ad es. buprenorfina e melossicam), iii) un
programma di osservazione, monitoraggio e la registrazione dei segni clinici di dolore o di stress negli animali, e
iv) un programma di osservazione e monitoraggio e la registrazione della natura, della gravita e della progressione
di tutte le lesioni oculari. Ulteriori dettagli sono forniti nelle procedure aggiornate descritte di seguito. Dopo l'espo-
sizione alla sostanza chimica in esame, non dovra essere somministrato alcun anestetico o analgesico per uso
topico supplementare, in modo da evitare qualsiasi interferenza con la prova. Gli analgesici con proprieta
antinfiammatorie (come il melossicam) non saranno oggetto di applicazione topica e le dosi utilizzate sistemati-
camente non devono interferire con gli effetti oculari.

Le definizioni sono riportate nell’ Appendice del presente metodo di prova.

(") Regolamento (CE) n. 1907/2006 del Parlamento europeo e del Consiglio, del 18 dicembre 2006, concernente la registrazione, la
valutazione, l'autorizzazione e la restrizione delle sostanze chimiche (REACH), che istituisce un’Agenzia europea per le sostanze
chimiche, che modifica la direttiva 1999/45/CE e che abroga il regolamento (CEE) n. 793/93 del Consiglio e il regolamento (CE)
1. 1488/94 della Commissione, nonché la direttiva 76/769/CEE del Consiglio e le direttive della Commissione 91/155/CEE, 93/67/CEE,
93/105/CE ¢ 2000/21/CE (GU L 304 del 22.11.2007, pag. 1).

(*) The US Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods.
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CONSIDERAZIONI INIZIALI

Nell'interesse dell'accuratezza scientifica e del benessere degli animali, non bisogna considerare il ricorso a prove in
vivo finché non siano stati valutati, sulla base del peso dell'evidenza, tutti i dati disponibili pertinenti sulla
potenziale corrosivitafirritazione oculare della sostanza chimica. Tali dati comprendono le evidenze scientifiche
derivanti da studi esistenti su soggetti umani e/o animali da laboratorio, le evidenze di corrosivitafirritazione di una
o piu sostanze strutturalmente correlate o di miscele di tali sostanze, dati dimostranti l'elevata acidita o alcalinita
della sostanza chimica (4) (5), nonché i risultati di prove in vitro o ex vivo validate ed accettate sulla corrosione e
l'irritazione cutanea e oculare (6) (13) (14) (15) (16) (17). Gli studi possono essere stati condotti prima di un’analisi
basata sul peso delle evidenze, o in conseguenza di essa.

Per alcune sostanze chimiche, un’analisi di questo tipo puo indicare la necessita di studi in vivo del potenziale di
corrosionefirritazione oculare. In tutti questi casi, prima di considerare il ricorso a prove oculari in vivo, va preferi-
bilmente condotto uno studio sugli effetti della corrosione cutanea in vivo efo in vitro della sostanza chimica, e
valutato in base alla strategia di sperimentazione sequenziale nel metodo di prova B.4 (7) o alla strategia
sperimentale integrata descritta nella linea guida ECHA (21).

La strategia di sperimentazione sequenziale, che prevede l'esecuzione di prove della corrosionefirritazione oculare
in vitro o ex vivo validate, ¢ riportata nell’Allegato al presente metodo di prova e, per le finalita del REACH, nella
linea guida ECHA. Si raccomanda di seguire questa strategia prima di passare alla sperimentazione in vivo. Per le
nuove sostanze chimiche, si raccomanda di adottare un approccio sperimentale graduale, per sviluppare dati scienti-
ficamente validi sulla corrosivita/irritazione della sostanza chimica. Se per le sostanze chimiche esistenti i dati sulla
corrosionefirritazione oculare e cutanea sono insufficienti, si puo usare tale strategia per recuperare i dati mancanti.
E necessario giustificare I'uso di una strategia o procedura sperimentale differente, nonché I'eventuale decisione di
non usare un approccio sperimentale «per gradi.»

PRINCIPIO DELLA PROVA IN VIVO

Successivamente al pretrattamento con un analgesico sistemico e della somministrazione di un'adeguata anestesia
topica, la sostanza chimica in esame ¢ applicata in un'unica dose su uno degli occhi dellanimale sperimentale;
T'occhio non trattato serve da controllo. Il grado di irritazione/corrosione ¢ valutato dando un punteggio alle lesioni
di congiuntiva, cornea e iride, a specifici intervalli di tempo. Per fornire una valutazione completa degli effetti sono
descritti anche altri effetti sull'occhio ed effetti negativi sistemici. La durata dello studio deve essere sufficiente per
valutare la reversibilita o irreversibilita degli effetti.

Gli animali che presentano segni di grave stress efo dolore, in qualsiasi fase della prova, o lesioni compatibili con
gli endpoint umanitari descritti nel presente metodo di prova (cfr. paragrafo 26) vanno soppressi con metodi non
cruenti e la sostanza chimica va valutata di conseguenza. I criteri da seguire nel decidere la soppressione non
cruenta di animali moribondi o che soffrono gravemente formano oggetto di un documento orientativo del’lOCSE

(8).

PREPARAZIONE DELLA PROVA IN VIVO

Selezione delle specie

L’animale da laboratorio di elezione ¢ il coniglio albino, del quale vanno utilizzati giovani adulti sani. Giustificare
I'eventuale uso di altri ceppi o specie.

Preparazione degli animali

Entro 24 ore dallinizio della prova ¢ necessario esaminare entrambi gli occhi di ciascun animale sperimentale
provvisoriamente selezionato per la prova. Non vanno utilizzati animali che presentino irritazione oculare, difetti
degli occhi o preesistenti lesioni corneali.

Condizioni di stabulazione e alimentazione.

Gli animali vanno posti in gabbie singole. La temperatura del locale sperimentale deve essere di 20°C (x 3°C) per
i conigli. L'umidita relativa dovrebbe raggiungere almeno il 30 % e preferibilmente non superare il 70 % (tranne
che nel corso delle pulizie degli ambienti), ma occorre puntare a un valore del 50-60 %. L'illuminazione deve essere
artificiale, con una sequenza di 12 ore di luce e 12 d'oscurita. Va evitata un'eccessiva intensita luminosa. Per
l'alimentazione, attenersi alle diete convenzionali da laboratorio con una quantita illimitata di acqua potabile.
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PROCEDURA

Utilizzo di anestetici topici e analgesici sistemici

Le seguenti procedure sono raccomandate per ridurre o evitare dolore e stress nelle prove di sicurezza sugli occhi.
Si puo ricorrere a procedure alternative pit efficaci o efficienti per ridurre o evitare il dolore e lo stress degli
animali.

— Sessanta minuti prima dellapplicazione della sostanza chimica in esame, somministrare 0,01 mg/kg di
buprenorfina per iniezione sottocutanea per conseguire un livello terapeutico di analgesia sistemica. Non
esistono evidenze né si sospetta che la buprenorfina e altri analgesici oppiacei simili somministrati in modo
sistemico alterino le reazioni oculari (12).

— Cinque minuti prima dell'applicazione della sostanza chimica in esame, applicare una o due gocce di anestetico
oculare topico (ad es. cloridrato di proparacaina o cloridrato di tetracaina allo 0,5 %) in ciascun occhio. Si
raccomanda l'uso di anestetici per uso topico che siano privi di conservanti, onde evitare qualsiasi interferenza
con la prova. L'occhio di ciascun animale non trattato con la sostanza chimica in esame, ma trattato con
l'anestetico per uso topico, serve da controllo. Qualora si sospetti che possa provocare dolore e stress intensi, la
sostanza in esame non dovrebbe di norma essere testata in vivo. Tuttavia, quando sussiste un dubbio o se si
rende necessaria la sperimentazione, & opportuno prendere in considerazione ulteriori somministrazioni di
anestetico per uso topico ad intervalli di 5 minuti, prima dell'applicazione della sostanza chimica. Gli utenti
dovrebbero essere consapevoli del fatto che applicazioni multiple di anestetici per uso topico possono
aumentare leggermente la gravita delle lesioni causate dalla sostanza chimica efo il periodo di riparazione di tali
lesioni.

— Otto ore dopo dell'applicazione della sostanza chimica in esame, iniettare per via sottocutanea 0,01 mg/kg di
buprenorfina e 0,5 mg/kg di melossicam per mantenere un livello terapeutico costante di analgesia sistemica.
Benché non vi siano dati che suggeriscano che il melossicam ha effetti antinfiammatori sull'occhio quando ¢
somministrato per via sottocutanea una volta al giorno, si devono attendere almeno otto ore dall'applicazione
della sostanza chimica prima di somministrare il melossicam al fine di evitare eventuali interferenze con la
prova (12).

— Dopo il periodo iniziale di 8 ore, somministrare 0,01 mg/kg di buprenorfina per via sottocutanea ogni 12 ore,
in congiunzione con 0,5 mg/kg di melossicam per via sottocutanea ogni 24 ore, fintanto che siano risolte le
lesioni oculari e che siano spariti tutti i sintomi clinici di dolore e stress. Tali analgesici sono disponibili in
preparati a rilascio controllato cui si puo ricorrere per ridurre la frequenza di somministrazione degli analgesici.

— Un trattamento analgesico «di emergenza» deve essere effettuato immediatamente dopo lapplicazione della
sostanza chimica in esame se gli analgesici e gli anestetici per uso topico somministrati in precedenza si
rivelino inadeguati. Se un solo animale mostra segni di dolore o stress durante la sperimentazione, iniettare
immediatamente una dose «di emergenza» di 0,03 mg/kg di buprenorfina per via sottocutanea e ripeterla ogni
8 ore (intervallo minimo), se necessario, invece di una dose di 0,01 mg/kg per via sottocutanea ogni 12 ore.
Una dose di 0,5 mg/kg di melossicam per via sottocutanea va somministrata ogni 24 ore in congiunzione con
la dose «di emergenza» di buprenorfina, ma non prima di 8 ore dallapplicazione della sostanza chimica in
esame.

Applicazione della sostanza chimica in esame

Instillare la sostanza chimica in esame nel sacco congiuntivale di un occhio di ciascun animale, dopo aver
allontanato delicatamente la palpebra inferiore dal bulbo. Le palpebre vanno poi tenute unite con delicatezza per
circa un secondo, per evitare la fuoriuscita del materiale. L'altro occhio, che non viene trattato, serve da controllo.

Irrigazione

Gli occhi degli animali sperimentali non vanno lavati per almeno 24 ore dopo l'instillazione della sostanza chimica
in esame, tranne nel caso di sostanze solide (cfr. paragrafo 18) e nel caso di effetti corrosivi o irritanti immediati.
Dopo 24 ore ¢ possibile effettuare un lavaggio, se lo si considera necessario.

Non si raccomanda l'uso di un gruppo satellite di animali per studiare I'influenza del lavaggio oculare, a meno che
cid non risulti scientificamente giustificato. Qualora sia necessario un gruppo satellite, vanno usati due conigli. Le
condizioni del lavaggio vanno documentate accuratamente: ad esempio, momento del lavaggio, composizione e
temperatura della soluzione di lavaggio, durata, volume e velocita di applicazione.
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Livelli di dose

(1) Saggio di liquidi

Per testare le sostanze liquide si impiega una dose di 0,1 ml. Non usare spray per instillare la sostanza chimica
direttamente nell'occhio; lo spray liquido va spruzzato e raccolto in un contenitore prima di instillarne 0,1 ml
nell'occhio.

(2) Saggio di solidi

Per testare le sostanze solide, paste e sostanze particellari, la quantita impiegata deve avere un volume di 0,1 ml
0 un peso non superiore a 100 mg. La sostanza chimica in esame va ridotta in polvere fine. Prima della
misurazione del volume, il materiale solido va delicatamente compattato, ad esempio picchiettando sul contenitore
per la misurazione. Se la sostanza chimica in esame solida non ¢ stata rimossa dall'occhio dell'animale da
meccanismi fisiologici, alla prima osservazione che avviene un’ora dopo il trattamento si puod sciacquare 'occhio
con soluzione salina o acqua distillata.

(3) Saggio di aerosol

Si raccomanda di raccogliere tutti gli spray e gli aerosol prima dell'instillazione nell'occhio. L'unica eccezione
riguarda le sostanze chimiche in contenitori pressurizzati per aerosol, che non possono essere raccolte a causa della
vaporizzazione. In questi casi I'occhio va tenuto aperto e la sostanza chimica va somministrata nell'occhio con un
unico spruzzo di circa un secondo, da una distanza di 10 cm, direttamente nella parte frontale dell'occhio. La
distanza puo variare a seconda della pressione dello spray e del suo contenuto. Occorre evitare di danneggiare
Tocchio con la pressione dello spray. In alcuni casi pud essere necessario valutare il potenziale di danno
«meccanico» all'occhio dovuto alla forza dello spray.

E possibile ottenere una stima della dose di un aerosol simulando la prova come segue: spruzzare la sostanza
chimica attraverso un’apertura delle dimensioni dell'occhio di un coniglio posta esattamente di fronte ad un foglio
di carta. L'aumento di peso della carta viene usato quindi per approssimare la quantita spruzzata nell'occhio. Per le
sostanze chimiche volatili, la dose pud essere stimata pesando un contenitore ricevente prima e dopo la rimozione
della sostanza chimica in esame.

Prova iniziale (prova di irritazione/corrosione oculare in vivo usando un solo animale)

Si raccomanda caldamente di eseguire inizialmente la prova in vivo usando un solo animale (si veda I'Allegato del
presente metodo: Strategia di sperimentazione sequenziale per lirritazione e la corrosione oculare). Le osservazioni
devono consentire di determinare la gravita e la reversibilita delle lesioni prima di eseguire una prova di conferma
su un secondo animale.

Se con la procedura descritta, i risultati di tale prova indicano che la sostanza chimica ¢ corrosiva o gravemente
irritante per I'occhio, non eseguire altre prove di irritazione oculare.

Prova di conferma (prova di irritazione oculare in vivo con animali supplementari)

Se nella prova iniziale non si osservano effetti corrosivi o fortemente irritanti, confermare la reazione irritante
o negativa su un massimo di altri due animali. Se nella prova iniziale ¢ stato osservato un effetto irritante si
raccomanda di eseguire il saggio di conferma in maniera sequenziale su un solo animale per volta, anziché esporre
contemporaneamente i due animali. Se il secondo animale rivela effetti corrosivi o gravemente irritanti,
interrompere la prova. Se i risultati delle prove sul secondo animale sono sufficienti per determinare la categoria di
pericolo della sostanza chimica, ¢ necessario interrompere la sperimentazione.

Periodo di osservazione

La durata del periodo di osservazione deve essere sufficiente a valutare completamente l'entita e la reversibilita degli
effetti osservati. Occorre tuttavia interrompere l'esperimento in qualsiasi momento se 'animale mostra segni di
dolore o stress gravi (8). Per determinare la reversibilita degli effetti, gli animali vanno osservati di norma per 21
giorni successivamente alla somministrazione della sostanza chimica in esame. In caso di reversibilita prima dei 21
giorni, interrompere subito l'esperimento.
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Osservazioni cliniche e classificazione delle reazioni oculari

Gli occhi sono sottoposti ad un esame approfondito per individuare eventuali lesioni oculari un'ora dopo l'appli-
cazione della sostanza chimica in esame, e tale procedura va ripetuta almeno una volta al giorno. Nei primi tre
giorni successivi gli animali vanno esaminati piu volte al giorno per assicurare che si possa decidere di porre fine
alla prova in tempo utile, se necessario. Gli animali sono sottoposti a esami di routine durante tutta la prova alla
ricerca di segni clinici di dolore efo di stress (ad esempio eccessivo scalpitare con le zampe, sfregamento ripetuto
dell'occhio, eccessivo sbattere delle palpebre o eccessiva lacrimazione) (9) (10) (11), almeno due volte al giorno con
un intervallo minimo di sei, o pitt frequentemente se necessario. Tali esami sono necessari per i) valutare corret-
tamente i segni di dolore e stress degli animali al fine di dimostrare la necessita di aumentare il dosaggio di
analgesici e ii) «valutare» gli animali per riconoscere segni conclamati di endpoint umanitari, in modo da decidere
con cognizione di causa la soppressione incruenta degli animali e garantire che tali decisioni siano adottate in
tempo utile. Per agevolare l'individuazione e la misurazione delle lesioni oculari e determinare se i criteri stabiliti ai
fini della soppressione incruenta sono stati raggiunti, va utilizzata di routine una colorazione con fluoresceina
nonché un microscopio con lampada a fessura se ritenuto opportuno (ad esempio per valutare la gravita della
lesione in caso di ulcerazione della cornea). Fotografie digitali delle lesioni riscontrate possono essere raccolte come
riferimento e per documentare in modo permanente I'estensione della lesione oculare. Gli animali devono essere
sottoposti a sperimentazione per il tempo minimo necessario per ottenere informazioni definitive. Gli animali che
presentano dolore o stress intensi vanno soppressi al pill presto con metodi non cruenti e la sostanza chimica va
valutata di conseguenza.

Sopprimere con metodi non cruenti gli animali che, dopo linstillazione, presentano le seguenti lesioni oculari (si
veda la tabella 1 per una descrizione dei gradi di lesione): perforazione corneale o ulcerazione corneale di rilievo,
compreso stafiloma; sangue nella camera anteriore dell'occhio; opacita corneale di grado 4; assenza di riflesso
pupillare alla luce (risposta dell'iride di grado 2) che persista per 72 ore; ulcerazione della membrana congiuntivale;
necrosi della_congiuntiva o della membrana nittitante; distacco epidermico. Tali lesioni sono infatti generalmente
irreversibili. E inoltre opportuno considerare le seguenti lesioni oculari come endpoint umanitari, la cui insorgenza
giustifica di porre termine alla prova prima che sia trascorso il periodo di osservazione di 21 giorni previsto. Si
ritiene che tali lesioni prefigurino altre reazioni a una sostanza corrosiva o gravemente irritante e altre lesioni che
probabilmente non saranno pienamente scomparse entro il periodo di osservazione di 21 giorni: lesioni profonde
— come ad esempio un'ulcerazione della cornea oltre gli strati superficiali dello stroma), distruzione del lembo
> 50 % (comprovato dallo scoloramento del tessuto congiuntivale) e un'infezione oculare acuta (secrezione
purulenta). Una combinazione di: vascolarizzazione della superficie corneale (cio¢, panno corneale) associata a una
superficie macchiata di fluoresceina che non diminuisce nel tempo, sulla base di esami giornalieri; efo all'assenza di
ricrescita epiteliale 5 giorni dopo l'applicazione della sostanza chimica in esame, puo anche costituire un insieme di
criteri pertinenti per giustificare la decisione di porre termine alla prova anticipatamente. Tuttavia, ciascuno di
questi risultati preso isolatamente non ¢ sufficiente a motivare la conclusione anticipata della sperimentazione.
Qualora siano osservati effetti oculari gravi, occorre consultare un veterinario curante o specializzato in animali da
laboratorio, o a personale debitamente formato a individuare le lesioni cliniche, per condurre un esame clinico che
consenta di stabilire se la combinazione di tali reazioni implica una conclusione anticipata della sperimentazione.
Si determinano i gradi della reazione oculare (congiuntiva, cornea e iride) a 1, 24, 48 e 72 ore dopo l'applicazione
della sostanza chimica in esame e se ne registrano i risultati (tabella 1). Gli animali che non sviluppano lesioni
oculari possono essere soppressi non prima di 3 giorni dopo linstillazione. Gli animali con lesioni oculari non
gravi vanno tenuti sotto osservazione fino alla scomparsa delle lesioni, oppure per 21 giorni, momento in cui lo
studio si conclude. Occorre effettuare le osservazioni e le registrazioni con intervalli minimi di 1 ora, 24 ore, 48
ore, 72 ore, 7 giorni, 14 giorni e 21 giorni, con I'obiettivo di determinare lo stato delle lesioni e la loro reversibilita
o irreversibilita. Talvolta € necessario eseguire le osservazioni con frequenza maggiore per stabilire se I'animale
sperimentale debba essere sottoposto a morte non cruenta per considerazioni etiche o eliminata dalla prova
a motivo di risultati negativi.

Per ogni esame si deve registrare il livello di lesione oculare (vedi tabella 1). Annotare anche qualsiasi altra lesione
dell'occhio (ad es. panno corneale, macchie, alterazioni della camera anteriore) e qualsiasi effetto sistemico negativo.

L’esame delle reazioni pud essere facilitato usando una lente binoculare, una lampada manuale a fessura, un
biomicroscopio o altro dispositivo idoneo. Dopo aver registrato le osservazioni a 24 ore, ¢ possibile esaminare
ulteriormente gli occhi con l'ausilio di fluoresceina.

La classificazione delle reazioni oculari ¢ necessariamente soggettiva. Per favorirne I'armonizzazione e per assistere
i laboratori e le persone che eseguono e interpretano le osservazioni, € necessario istruire adeguatamente il
personale responsabile sul sistema di punteggio utilizzato.
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DATI E RELAZIONE

Valutazione dei risultati

Valutare i punteggi dell'irritazione oculare insieme alla natura e alla gravita delle lesioni, nonché alla loro reversi-
bilita o irreversibilita. I punteggi individuali non rappresentano uno standard assoluto per le proprieta irritanti di
una sostanza chimica, in quanto si valutano anche altri effetti della sostanza chimica in esame. I punteggi
individuali vanno invece considerati come valori di riferimento e hanno significato solo se corredati di una
descrizione e una valutazione complete di tutte le osservazioni.

Relazione sulla prova
La relazione sulla prova comprende le informazioni seguenti.

Giustificazione della sperimentazione in vivo: analisi del peso dei dati relativi a prove precedenti, compresi i risultati della
strategia di sperimentazione sequenziale:

— descrizione dei dati pertinenti derivanti da prove precedenti;
— dati ricavati in ciascuna fase della strategia sperimentale;

— descrizione delle prove in vitro eseguite, con i dettagli delle procedure, i risultati ottenuti con le sostanze
chimiche in esame/di riferimento;

— descrizione dello studio di irritazione/corrosione cutanea in vivo eseguito, con i risultati ottenuti;
— analisi del peso delle evidenze per I'esecuzione dello studio in vivo.
Sostanza chimica in esame:

— dati di identificazione (ad es. denominazione chimica e, se disponibile, numero CAS, origine, purezza, impurita
conosciute, numero di lotto);

— natura fisica e proprieta fisico-chimiche (ad es. pH, volatilita, solubilita, stabilita, reattivita con l'acqua);

— se si tratta di una miscela, i componenti vanno identificati, compresi i dati di identificazione delle sostanze
componenti la miscela (ad esempio le denominazioni chimiche e, se disponibili, i numeri CAS) e loro concen-
trazioni;

— dose applicata.

Mezzo disperdente:

— identificazione, concentrazione (ove pertinente), volume usato;

— giustificazione della scelta del mezzo disperdente.

Animali sperimentali:

— specie/ceppo usato, giustificazione dell'uso di animali diversi dal coniglio albino;

— eta di ciascun animale all'inizio dello studio;

— numero di animali di ciascun sesso nei gruppi sperimentali e di controllo (ove necessario);

— peso di ciascun singolo animale all'inizio e alla conclusione del saggio;

— origine, condizioni di alloggio, dieta, ecc.

Anestetici e analgesici

— dosi e tempi di somministrazione degli anestetici topici e degli analgesici sistemici;

— se si usa un anestetico locale, identificazione, purezza, tipo, dose e potenziale interazione con la sostanza
chimica in esame.
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Risultati:

— descrizione del metodo usato per assegnare un punteggio allirritazione in ciascun momento di osservazione
(ad es. lampada manuale a fessura, biomicroscopio, fluoresceina);

— tabella dei dati relativi alla reazione irritante/corrosiva per ciascun animale e in ciascun momento di
osservazione fino alla fine della prova;

— descrizione del grado e della natura dell'irritazione o della corrosione osservata;

— descrizione di qualsiasi altra lesione osservata nell'occhio (ad es. vascolarizzazione, formazione di panno
corneale, aderenze, macchie);

— descrizione degli eventuali effetti negativi non oculari locali e sistemici, registrazione di sintomi clinici di dolore
o stress, fotografie digitali e eventuali reperti istopatologici.

Discussione dei risultati.

Interpretazione dei risultati

L'estrapolazione dei risultati degli studi sull'irritazione oculare negli animali da laboratorio agli esseri umani ha un
valore solo limitato. In molti casi, il coniglio albino ¢ pit sensibile dell'uomo alle sostanze irritanti o corrosive per
T'occhio.

E necessario interpretare con attenzione i dati per escludere l'irritazione dovuta a infezione secondaria.
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http:/[echa.europa.eu/documents/10162/13632/information_requirements_r7a_en.pdf

Tabella 1

Classificazione delle lesioni oculari

Cornea Grado

Opacita: grado di densita (le misure vanno prese dalle zone pili dense) (¥)

Assenza di ulcerazione e opacita 0

Zone di opacita sparse o diffuse (diverse dal lieve appannamento della normale lucentezza); 1
dettagli dell'iride chiaramente visibili

Zone traslucide facilmente individuabili; dettagli dell'iride lievemente offuscati 2

Zona madreperlacea; nessun dettaglio visibile dell'iride; dimensioni della pupilla appena di- 3
stinguibili
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Cornea Grado
Cornea opaca; iride non distinguibile attraverso l'opacita 4
Massimo possibile: 4
Iride
Normale 0
Pieghe notevolmente approfondite, congestione, edema, moderata iperemia circumcorneale; 1
oppure iniezione; iride reattiva alla luce (una reazione lenta ¢ considerata positiva)
Emorragia, distruzione macroscopica, oppure assenza di reazione alla luce 2
Massimo possibile: 2
Congiuntive
Rossore (relativo alla congiuntiva palpebrale e bulbare; escluse cornea e iride)
Normale 0
Alcuni vasi sanguigni iperemici (iniettati) 1
Colore cremisi diffuso; singoli vasi non facilmente distinguibili 2
Rosso acceso diffuso 3
Massimo possibile: 3
Chemosi
Rigonfiamento (relativo alle palpebre efo alle membrane nittitanti)
Normale 0
Rigonfiamento appena superiore alla norma 1
Rigonfiamento evidente, con parziale eversione delle palpebre 2
Rigonfiamento, con palpebre semichiuse 3
Rigonfiamento, con palpebre piti che semichiuse 4

Massimo possibile: 4

(*) Indicare la zona di opacita corneale




L 112/16 Gazzetta ufficiale dell'Unione europea 28.4.2017

Appendice

DEFINIZIONI

Rapporto acidofalcalino: per i preparati acidi, si tratta della quantita (g) di idrossido di sodio/100 g di
preparazione necessaria per ottenere un determinato pH. Per i preparati alcalini, si tratta della quantita (g) di
idrossido di sodio che equivale alla quantita (g) di acido solforico/100 g di preparazione necessaria per ottenere
uno specifico pH (Young et al. 1988).

Sostanza chimica: una sostanza o una miscela.

Non irritanti: sostanze non classificate come irritanti oculari di categoria I, Il o IIl dell’EPA; o irritanti oculari di
categoria 1, 2, 2A o 2B nel sistema GHS; o di categoria 1 o 2 dell'UE (17) (18) (19).

Corrosivo oculare: a) sostanza chimica che causa lesioni irreversibili dei tessuti oculari; b) sostanza chimica
classificata come irritante oculare di categoria 1 nel sistema GHS, categoria I dell’EPA, o categoria 1 dell'UE (17)
(18) (19).

Irritante oculare: a) sostanza chimica che produce un’alterazione oculare reversibile; b) sostanza classificata come
irritante oculare di categoria II o III dell’EPA, di categoria 2, 2A o 2B nel sistema GHS, o di categoria 1 o 2 dell'UE
(17) (18) (19).

Grave irritante oculare: a) sostanza chimica che causa danni ai tessuti oculari non risolvibili entro 21 giorni
dall'applicazione o indebolimento grave della vista; b) sostanze chimiche classificate come irritanti oculari di
categoria 1 nel sistema GHS, di categoria I dell’EPA o di categoria 1 dell'UE (17) (18) (19).

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata seguendo il presente metodo di prova.

Approccio per gradi: strategia sperimentale realizzata per stadi successivi nella quale sono riesaminate tutte le
informazioni disponibili su una sostanza chimica in esame, secondo un ordine preciso, applicando un processo
basato sul peso delle evidenze a ciascuno stadio, al fine di stabilire se vi sono informazioni sufficienti per prendere
una decisione sulla classificazione del pericolo prima di procedere allo stadio successivo. Se ¢ possibile assegnare
un potenziale di irritazione alla sostanza chimica in esame in base alle informazioni disponibili, non & necessario
procedere a una prova supplementare. Se non & possibile assegnare un potenziale di irritazione alla sostanza
chimica in esame in base alle informazioni disponibili, eseguire una sperimentazione sequenziale su animali fino
a che non sara possibile giungere a una classificazione inequivocabile.

Peso dell’evidenza (processo): i punti forti e deboli di un insieme di informazioni sono utilizzati come base per
giungere ad una conclusione che potrebbe non essere evidente a partire dai dati presi individualmente.
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ALLEGATO DEL METODO DI PROVA B.5 (')

STRATEGIA DI PROVE IN SEQUENZA PER L'IRRITAZIONE E LA CORROSIONE OCULARI

Considerazioni generali

Nell'interesse dell'accuratezza scientifica e del benessere degli animali, ¢ importante evitare 'uso non necessario di
animali e ridurre al minimo le prove atte a provocare reazioni gravi. Valutare tutte le informazioni relative alla
potenziale irritazione/corrosivita oculare di una sostanza chimica prima di prendere in considerazione le prove in
vivo. E possibile che esistano gia prove sufficienti per classificare il potenziale di irritazione o corrosione oculare di
una sostanza chimica in esame senza bisogno di effettuare prove su animali da laboratorio. L'analisi basata sul peso
delle evidenze e I'uso di una strategia di sperimentazione sequenziale ridurranno al minimo la necessita di eseguire
prove in vivo, soprattutto se & probabile che la sostanza chimica provochi reazioni gravi.

Si raccomanda di svolgere un’analisi basata sul peso delle evidenze per valutare le informazioni esistenti sul
potenziale di irritazione e corrosione oculare delle sostanze chimiche e determinare la necessita di altri studi,
diversi da quelli in vivo sugli occhi, per meglio caratterizzare tale potenziale. Qualora tali studi fossero necessari, si
raccomanda di applicare la strategia di sperimentazione sequenziale per ottenere i dati sperimentali pertinenti. Per
le sostanze per le quali non ¢ disponibile una documentazione sperimentale, usare la strategia di sperimentazione
sequenziale per ottenere i dati necessari al fine di valutarne la corrosivitafirritazione oculari. La strategia
sperimentale iniziale descritta nel presente Allegato ¢ stata sviluppata nel corso di un workshop dellOCSE (1) e
successivamente confermata ed ampliata nello Harmonised Integrated Hazard Classification System for Human Health
and Environmental Effects of Chemical Substances (Sistema di classificazione armonizzato integrato dei rischi per la
salute umana e gli effetti ambientali delle sostanze chimiche), approvata alla 28a riunione congiunta del comitato
sulle sostanze chimiche e dal gruppo di lavoro sulle sostanze chimiche nel novembre 1998 (2) e aggiornata da un
gruppo di esperti del’OCSE nel 2011.

Sebbene non sia parte integrante del metodo di prova B.5, questa strategia sperimentale esprime tuttavia
l'approccio raccomandato per la determinazione delle proprieta di irritazione/corrosione oculari. Tale approccio
rappresenta non solo una “migliore pratica” ma anche un punto di riferimento etico per I'esecuzione di prove in
vivo sull'irritazione/corrosione oculari. Il metodo di prova fornisce indicazioni sull'esecuzione della prova in vivo e
riassume i fattori da valutare prima di prendere in considerazione il ricorso a tale prova. La strategia di sperimen-
tazione sequenziale fornisce un metodo di analisi basata sul peso delle evidenze per la valutazione dei dati esistenti
sulle proprieta di irritazione/corrosione oculare delle sostanze chimiche e un approccio graduale per lo sviluppo di
dati pertinenti sulle sostanze chimiche che necessitano ulteriori studi o che non sono mai state oggetto di studio.
La strategia prevede dapprima l'esecuzione di prove validate ed accettate in vitro o ex vivo e successivamente di
studi in base al metodo di prova B.4 in circostanze specifiche (3) (4).

Descrizione della strategia sperimentale «per gradi»

Prima di effettuare le prove nellambito della strategia di sperimentazione sequenziale (Figura), valutare tutte le
informazioni disponibili, per determinare l'effettiva necessita di eseguire prove oculari in vivo. Sebbene sia possibile
trarre significative informazioni dalla valutazione di singoli parametri (ad es. pH estremo), & necessario valutare la
totalita delle informazioni esistenti. Nel prendere una decisione basata sul peso delle evidenze, valutare tutti i dati
pertinenti sugli effetti della sostanza chimica in questione e dei suoi analoghi strutturali; siffatta decisione deve
essere giustificata. Si dovrebbe attribuire innanzitutto importanza ai dati esistenti sulla sperimentazione della
sostanza chimica su persone e animali, e successivamente ai risultati di prove in vitro o ex vivo. Ove possibile,
evitare gli studi in vivo delle sostanze chimiche corrosive. I fattori considerati nella strategia sperimentale sono:

Valutazione dei dati esistenti sulle persone efo sugli animali, efo i dati in vitro derivanti da metodi validati e interna-
zionalmente accettati (Fase 1)

() Per l'applicazione di una strategia sperimentale integrata per l'irritazione oculare nellambito del RACH, si veda anche la linea guida
ECHA sugli obblighi di informazione e la valutazione della sicurezza chimica, capitolo R.7a: “Endpoint specific guidance”, http://echa.
europa.eu/documents/10162/13632/information_requirements_r7a_en.pdf
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Considerare innanzitutto i dati esistenti sulle persone (studi clinici e occupazionali, relazioni di casi) efo dati relativi
a prove su animali in studi sugli occhi efo dati in vitro derivanti da metodi validati e internazionalmente accettati
per la corrosionefirritazione oculare, in quanto forniscono informazioni direttamente correlate agli effetti sugli
occhi. Successivamente valutare i dati disponibili di studi su soggetti umani efo animali sulla corrosionefirritazione
cutanee, efo i dati in vitro derivanti da metodi validati e internazionalmente accettati per la corrosione/irritazione
oculare. Non instillare negli occhi degli animali sostanze chimiche notoriamente corrosive o gravemente irritanti
per l'occhio né sostanze chimiche che hanno effetti corrosivi o irritanti sulla pelle; tali sostanze chimiche vanno
considerate corrosive efo irritanti anche per gli occhi. Non testare in vivo sugli occhi sostanze chimiche per le
quali, nell'ambito di precedenti studi oculari ¢ stato dimostrato in misura sufficiente che non sono corrosive e non
hanno potere irritante.

Analisi delle relazioni struttura/attivita (SAR) (Fase 2)

Prendere in considerazione i risultati delle prove di sostanze chimiche strutturalmente correlate, ove disponibili.
Quando sono disponibili dati su persone efo animali riguardo a sostanze strutturalmente correlate o miscele di tali
sostanze sufficienti a indicarne il potenziale di corrosionefirritazione oculare, si pud presumere che la sostanza
chimica in esame provochera le stesse reazioni. In questi casi probabilmente non € necessario testare la sostanza
chimica. Dati negativi derivanti da studi di sostanze strutturalmente correlate o miscele di tali sostanze non
costituiscono una prova sufficiente di non corrosivita/non potere irritante di una sostanza chimica nell'ambito della
strategia di sperimentazione sequenziale. Per identificare il potenziale di corrosione e irritazione sia per gli effetti
oculari che per quelli cutanei usare approcci SAR validati ed accettati.

Proprieta fisicochimiche e reattivita chimica (Fase 3)

Le sostanze che presentano un pH estremo, come ad es. < 2,0 o 2 11,5, possono avere forti effetti locali. Se il pH
estremo costituisce la base per identificare una sostanza chimica come corrosiva o irritante per gli occhi, si puo
prendere in considerazione anche il suo rapporto acidofalcalino (capacita tampone) (5)(6)(7). Se la capacita
tampone suggerisce che una sostanza chimica pud non essere corrosiva per 'occhio (vale a dire sostanze chimiche
con un pH estremo e un basso rapporto acido/alcalino), & necessario effettuare ulteriori saggi a conferma di questo
dato, di preferenza facendo ricorso a una prova in vitro o ex vivo validata ed accettata (cfr. paragrafo 10).

Considerazione di altre informazioni esistenti (Fase 4)

Valutare in questa fase tutte le informazioni disponibili sulla tossicita sistemica per via cutanea. Considerare anche
la tossicita cutanea acuta della sostanza chimica in esame. Se essa si € dimostrata altamente tossica per via cutanea,
puod non essere necessario testarla sullocchio. Sebbene non vi sia necessariamente un rapporto fra la tossicita
cutanea acuta e lirritazione/corrosione oculare, si pud presumere che se una sostanza ¢ molto tossica per via
cutanea, presentera anche elevata tossicitd quando viene instillata nell'occhio. Questi dati possono essere valutati
anche fra le fasi 2 e 3.

Valutazione della corrosivita cutanea della sostanza chimica, se richiesto a fini regolamentari (Fase 5)

Occorre valutare innanzitutto il potenziale di elevata irritazione/corrosione cutanea, usando il metodo di prova B.4
(4) e il suo Allegato (9), compreso I'uso di metodi di prova in vitro validati e internazionalmente accettati per la
corrosione cutanea (9) (10) (11). Qualora si dimostri che la sostanza chimica provoca corrosione o grave
irritazione cutanea, si puo considerare che essa abbia anche potere corrosivo o gravemente irritante per gli occhi.
In tal caso, non ¢ necessario procedere a ulteriori prove. Se la sostanza chimica non ¢ corrosiva o gravemente
irritante per la pelle, va eseguita una prova oculare ex vivo o in vitro.

Risultati delle prove in vitro o ex vivo (Fase 6)

Non occorre sperimentare sugli animali le sostanze chimiche che hanno dimostrato di avere proprieta corrosive
o gravemente irritanti in una prova in vitro o ex vivo (12) (13) che ¢ stata validata ed accettata a livello interna-
zionale per la valutazione specifica della corrosivita/irritazione oculare. Si pud presumere che tali sostanze
chimiche produrranno effetti analogamente gravi anche in vivo. Qualora non siano disponibili prove in vitro/ex
vivo validate ed accettate, saltare la Fase 6 e procedere direttamente alla Fase 7.



28.4.2017 Gazzetta ufficiale dell'Unione europea L 112/19

Prova in vivo sui conigli (Fasi 7 e 8)

Gli studi oculari in vivo devono cominciare con una prova iniziale su un solo animale. Se i risultati di questa prova
indicano che la sostanza chimica ¢ gravemente irritante o corrosiva per gli occhi, non si devono eseguire altre
prove. Se invece la prova non rivela effetti corrosivi o gravemente irritanti, si esegue una prova di conferma con
altri due animali. Potrebbero rendersi necessarie ulteriori prove in base ai risultati della prova di conferma. [Cfr.
Metodo di prova B.5]
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STRATEGIA SPERIMENTALE E VALUTAZIONE DELL'IRRITAZIONE/CORROSIONE OCULARE

Attivita

Dati esistenti sulle persone efo sugli animali, e/
o i dati in vitro derivanti da metodi validati e
internazionalmente accettati che dimostrano
effetti sugli occhi

Dati esistenti sulle persone efo sugli animali, e/
o i dati in vitro derivanti da metodi validati e
internazionalmente accettati che dimostrano
effetti corrosivi sulla pelle

Dati esistenti sulle persone efo sugli animali, e/
o i dati in vitro derivanti da metodi validati e
internazionalmente accettati che dimostrano
effetti gravemente irritanti sulla pelle

Nessuna  informazione disponibile, —oppure le
informazioni disponibili non sono conclusive

Eseguire SAR per la corrosione/irritazione ocu-
lare

Considerare analisi SAR per la corrosione cuta-
nea.

Non ¢ possibile fare previsioni, oppure le previsioni
non sono conclusive o sono negative

Misurare il pH (capacita tampone, se perti-
nente)

2<pH<11,5 0orpH< 20 2 11,5 con capacita
tampone scarsa/nulla, se pertinente

Risultanza

Danno grave agli occhi

Irritante per gli occhi

Non corrosivo/non irritante
per gli occhi

Corrosivo per la pelle

Gravemente irritante per la
pelle

Prevedere danni gravi agli
occhi

Prevedere irritazione degli
occhi

Prevedere corrosivita per la
pelle

pH<2o0=11,5(con
elevata capacita tampone,
se pertinente)

Conclusione

Endpoint apicale; Considerare corrosivo per
gli occhi. Non occorre sperimentazione.

Endpoint apicale; Considerare irritante per gli
occhi. Non occorre sperimentazione.

Endpoint apicale; Considerare non corrosivo e
non irritante per gli occhi. Non occorre
sperimentazione.

Presumere corrosivita per gli occhi. Non
occorre sperimentazione.

Presumere potere irritante per gli occhi. Non
occorre sperimentazione.

Presumere corrosivita per gli occhi. Non
occorre sperimentazione.

Presumere potere irritante per gli occhi. Non
occorre sperimentazione.

Presumere corrosivita per gli occhi. Non
occorre sperimentazione.

Presumere corrosivita per gli occhi. Non
occorre sperimentazione.
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Attivita Risultanza
4 Considerare lesistenza di tossicita sistemica | Elevata tossicita
per via cutanea. a concentrazioni che
andrebbero testate
nell’occhio

Tali informazioni non sono disponibili, oppure la
sostanza chimica non presenta elevata tossicita

l

5 Procedere a una prova di corrosione cutanea | Reazione corrosiva
conformemente alla strategia sperimentale di | o gravemente irritante
cui al capitolo B.4 del presente allegato se an-
che necessario per fini regolamentari

l

La sostanza chimica non & corrosiva né gravemente
irritante per la pelle

6 Effettuare una o piti prove oculari in vitro o ex | Reazione corrosiva
vivo validate ed accettate o gravemente irritante
Reazione irritante
Reazione non irritante

Le prove in vitro o ex vivo, validate e accettate, sugli
occhi non possono essere utilizzate per giungere ad
una conclusione.

7 Eseguire una prova oculare iniziale in vivo sui | Danno grave agli occhi
conigli usando un solo animale

!

Nessun danno grave o nessuna risposta

!

Conclusione

La sostanza chimica sarebbe troppo tossica
per la sperimentazione. Non occorre
sperimentazione.

Presumere potere corrosivo per gli occhi. Non
occorre ulteriore sperimentazione.

Presumere corrosivita e potere gravemente
irritante per l'occhio, a condizione che la
prova effettuata possa essere utilizzata per
individuare le  sostanze  corrosive e
gravemente irritanti e che la sostanza chimica
in esame rientri nel campo di applicabilita
della.  prova. Non occorre ulteriore
sperimentazione.

Presumere potere irritante per l'occhio,
a condizione che la prova effettuata possa
essere utilizzata per individuare correttamente
le sostanze corrosive, gravemente irritanti e
irritanti e che la sostanza chimica in esame
rientri nel campo di applicabilita della prova
o delle prove. Non occorre ulteriore
sperimentazione.

Presumere non irritante per l'occhio,
a condizione che la prova o le prove
effettuate possano essere utilizzate per
individuare correttamente le sostanze non
irritanti e distinguerle correttamente dalle
sostanze  chimiche irritanti, gravemente
irritanti o corrosive oculari e che la sostanza
chimica in esame rientri nel campo di
applicabilita della prova. Non occorre
ulteriore sperimentazione.

Considerare corrosivo per gli occhi. Non
occorre ulteriore sperimentazione.
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Attivita

8 | Eseguire una prova di conferma usando uno
o due altri animali

Risultanza

Corrosivo o irritante

Non corrosivo né irritante

Conclusione

Considerare corrosivo o irritante per gli
occhi. Non occorre ulteriore sperimentazione.

Considerare non corrosivo e non irritante per

sperimentazione.
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(3) Nella parte B, il capitolo B.10 ¢ sostituito dal seguente:

«B.10 Prova in vitro di aberrazione cromosomica nei mammiferi

INTRODUZIONE

I presente metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 473
(2016) e fa parte di una serie di metodi di prova sulla tossicologia genetica. E stato elaborato un documento OCSE
contenente informazioni succinte sulle prove di tossicologia genetica e un compendio delle modifiche recentemente
apportate alla rispettiva linea guida (1).

La prova in vitro di aberrazione cromosomica ¢ destinata ad identificare le sostanze chimiche che causano
aberrazioni cromosomiche strutturali in una coltura di cellule di mammifero (2) (3) (4). Le aberrazioni strutturali
possono essere di due tipi: cromosomiche o cromatidiche. Nei test di aberrazione cromosomica in vitro puo
verificarsi poliploidia (compresa l'endoriduplicazione). Se ¢ vero che gli aneugeni possono provocare poliploidia,
quest'ultima di per sé non indica un potenziale aneugenico e pud semplicemente rivelare una perturbazione del
ciclo cellulare o citotossicita (5). Questa prova non ¢ destinata a misurare I'aneuploidia. Per il rilevamento dell'aneu-
ploidia si raccomanda un test del micronucleo in vitro (6).

Nella prova in vitro di aberrazione cromosomica si possono usare colture di linee cellulari stabilizzate o colture
cellulari primarie di origine umana o di roditori. Le cellule devono essere scelte in funzione della capacita di
crescita in coltura, della stabilita del cariotipo (compreso il numero dei cromosomi) e della frequenza delle
aberrazioni cromosomiche spontanee (7). Attualmente i dati disponibili non consentono di elaborare raccoman-
dazioni solide ma rivelano I'importanza di considerare, al momento di valutare i rischi chimici: lo stato della p53,
la stabilita genetica (del cariotipo), la capacita di riparazione del DNA e l'origine (da roditori piuttosto che umane)
delle cellule scelte per la sperimentazione. Gli utilizzatori del presente metodo di prova sono pertanto incoraggiati
a valutare l'influenza di queste ed altre caratteristiche cellulari sul comportamento di una linea cellulare nel rilevare
l'induzione di aberrazioni cromosomiche, in funzione dell'evoluzione delle conoscenze in questo campo.

Le definizioni utilizzate figurano nell'appendice 1.

CONSIDERAZIONI INIZIALI E LIMITI

Le prove in vitro richiedono in generale I'uso di una fonte esogena di attivazione metabolica, a meno che le cellule
non siano metabolicamente compatibili con le sostanze chimiche in esame. 1l sistema esogeno di attivazione
metabolica non simula perfettamente le condizioni in vivo. Occorre adoperarsi per evitare condizioni che
potrebbero portare a falsi risultati positivi, vale a dire danni cromosomici non causati da un’interazione diretta tra
le sostanze chimiche in esame e i cromosomi; tali condizioni comprendono le variazioni di pH o di osmolalita (8)
(9) (10), I'interazione con gli ingredienti del mezzo (11) (12) o livelli eccessivi di citotossicita (13) (14) (15) (16).

La prova ¢ utilizzata per individuare aberrazioni cromosomiche che possono derivare da eventi clastogenici.
L'analisi dellinduzione di aberrazioni cromosomiche deve avvenire utilizzando cellule in metafase. E quindi
essenziale che le cellule raggiungano la mitosi sia nelle colture trattate sia in quelle non trattate. Possono essere
necessari adattamenti specifici di questo metodo di prova, non descritti in questa sede, per i nanomateriali di
sintesi.

Prima dell'uso del metodo di prova su una miscela, per la generazione di dati per un determinato scopo normativo,
occorre esaminare se, e in caso affermativo perché, puo fornire risultati adeguati a tale scopo. Tali considerazioni
non sono necessarie in presenza di un obbligo normativo di prova sulla miscela.
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PRINCIPIO DELLA PROVA

Le colture di cellule umane o di altro mammifero sono esposte alla sostanza chimica in esame con e senza una
fonte esogena di attivazione metabolica, a meno di utilizzare cellule con un’adeguata capacita metabolizzante (cfr. il
paragrafo 13). Dopo linizio dell'esposizione alla sostanza chimica in esame, le colture cellulari sono trattate,
a intervalli opportunamente predefiniti, con un inibitore della metafase (per esempio Colcemid o colchicina),
raccolte e sottoposte a un processo di colorazione; le cellule in metafase sono esaminate al microscopio per
determinare la presenza di aberrazioni di tipo cromatidico e cromosomiche.

DESCRIZIONE DEL METODO

Preparazioni

Cellule

Si possono utilizzare varie linee cellulari (ad esempio cellule di ovario di criceto cinese (CHO), di polmone di
criceto cinese V79, di polmone di criceto cinese (CHL)/IU, TK 6) o colture cellulari primarie, fra cui linfociti del
sangue periferico umano o di altri mammiferi (7). La scelta delle linee cellulari deve essere scientificamente
motivata. Nel caso di impiego di cellule primarie, per motivi attinenti al benessere degli animali occorre prendere
in considerazione l'uso di cellule di origine umana ove possibile, prelevate in conformita dei principi e delle norme
etiche pertinenti. I linfociti del sangue periferico umano devono essere ottenuti da soggetti giovani (circa 18-35
anni di eta), non fumatori, non affetti da malattie note e non esposti recentemente ad agenti genotossici (ad
esempio sostanze chimiche o radiazioni ionizzanti) a livelli tali da aumentare l'incidenza di base di aberrazioni
cromosomiche. In tal modo si garantisce che lincidenza di base di aberrazioni cromosomiche rimanga lieve e
omogenea. L'incidenza di base di aberrazioni cromosomiche aumenta con l'eta e questa tendenza ¢ pili marcata
nelle donne che negli uomini (17) (18). Se si raccolgono cellule da piti donatori, il numero dei donatori dev'essere
indicato. E necessario dimostrare che le cellule si sono divise fra Iinizio del trattamento con la sostanza chimica in
esame e il prelievo. Le colture cellulari vengono mantenute in una fase di crescita esponenziale (linee cellulari)
o stimolate a dividersi (colture primarie di linfociti), per esporre le cellule in diversi stadi del ciclo cellulare, essendo
potenzialmente ignota la sensibilitd dei diversi stadi delle cellule alle sostanze chimiche in esame. In generale, le
cellule primarie che per dividersi devono essere stimolate con agenti mitogenici non sono pil sincronizzate durante
l'esposizione alla sostanza chimica in esame (ad esempio linfociti umani dopo 48 ore dalla stimolazione
mitogenica). L'uso di cellule sincronizzate durante il trattamento non € raccomandato, ma puo essere ammissibile
se giustificato.

Mezzo e condizioni di coltura

Le colture vanno mantenute in mezzi di coltura e condizioni di incubazione (recipienti di coltura, atmosfera
umidificata al 5 % di CO, se del caso, temperatura di incubazione di 37 °C) adeguati. Occorre controllare periodi-
camente la stabilita del numero modale dei cromosomi e 'assenza di contaminazione da micoplasma nelle linee
cellulari (7) (19); non si devono usare cellule contaminate o che presentano modifiche del numero modale dei
cromosomi. Occorre stabilire la durata normale del ciclo cellulare delle linee cellulari o delle colture primarie
utilizzate nel laboratorio di prova, che deve essere coerente con le caratteristiche cellulari pubblicate (20).

Preparazione delle colture

Linee cellulari: le cellule provenienti da colture primarie vengono inoculate in un terreno di coltura ad una densita
tale da consentire alle cellule in sospensione o in monostrati di continuare a crescere in maniera esponenziale fino
al momento del prelievo (occorre, ad esempio, evitare che le cellule in crescita in monostrati raggiungano la
confluenza).

Linfociti: sangue intero trattato con un anticoagulante (ad esempio eparina) o linfociti isolati sono posti in un
terreno di coltura (ad esempio per 48 ore nel caso di linfociti umani) contenente un mitogeno [ad esempio
fitoemoagglutinina (PHA) nel caso di linfociti umani] per ridurre la divisione cellulare prima dell'esposizione alla
sostanza chimica in esame.
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Attivazione metabolica

Se si utilizzano cellule prive di un'adeguata capacita di attivazione metabolica endogena si deve ricorrere a sistemi
di attivazione metabolica esogeni. Il sistema pilt comunemente usato, raccomandato in tutti i casi salvo alternativa
motivata, ¢ una frazione post-mitocondriale integrata di cofattore (S9), prelevata dal fegato di roditori (solitamente
ratti) trattati con induttori enzimatici come Aroclor 1254 (21) (22) (23) o con una combinazione di fenobarbitone
e P-naftoflavone (24) (25) (26) (27) (28) (29). Quest'ultima combinazione ¢ conforme alla convenzione di
Stoccolma sugli inquinanti organici persistenti (30) e ha dimostrato di essere tanto efficace quanto I'Aroclor 1254
nell'indurre ossidasi a funzione mista (24) (25) (26) (28). Solitamente la frazione S9 viene usata a concentrazioni
comprese tra 1 % e 2 % (v[v), ma pud essere aumentata al 10 % (v/v) nel terreno di coltura finale. Occorre evitare,
durante il trattamento, I'impiego di prodotti che riducono il coefficiente mitotico, soprattutto prodotti di comples-
sazione del calcio (31). La scelta del tipo e della concentrazione del sistema di attivazione metabolica esogeno
o dell'induttore metabolico utilizzato puo essere influenzata dalla classe delle sostanze chimiche in esame.

Preparazione della sostanza chimica in esame

Le sostanze chimiche in esame solide devono essere preparate in adeguati solventi e, se necessario, diluite prima del
trattamento delle cellule (cfr. il paragrafo 23). Le sostanze chimiche in esame liquide possono essere aggiunte
direttamente alla coltura o diluite prima del trattamento della coltura stessa. Le sostanze chimiche in esame gassose
o volatili devono essere sottoposte alla prova modificando adeguatamente i protocolli standard (trattamento in
recipienti di coltura ermetici) (33) (34). Occorre preparare la sostanza chimica in esame subito prima del
trattamento, salvo se i dati sulla stabilita dimostrano che la conservazione ¢ un’alternativa accettabile.

Condizioni sperimentali

Solventi

La scelta del solvente deve favorire I'ottimizzazione della solubilita delle sostanze chimiche in esame, senza nuocere
alla conduzione del saggio (ad esempio influenzando la crescita cellulare), compromettere l'integrita della sostanza
chimica in esame, reagire con recipienti di coltura o pregiudicare il sistema di attivazione metabolica. Si
raccomanda di prendere in considerazione in primo luogo, se possibile, 'uso di un solvente (o mezzo di coltura)
acquoso. Solventi di uso consolidato sono, ad esempio, 'acqua o il dimetilsolfossido. In generale ¢ opportuno che
i solventi organici non superino I'l % (v/v) e quelli acquosi (soluzione fisiologica o acqua) il 10 % (v/v) nel terreno
di coltura finale. Qualora si utilizzino solventi di uso non consolidato (ad esempio etanolo o acetone), il loro uso
dovrebbe essere suffragato da dati che ne comprovino la compatibilita con le sostanze chimiche in esame e con il
sistema di prova e l'assenza di tossicita genetica alla concentrazione usata. In assenza di tali dati, ¢ importante
includere controlli non trattati (cfr. l'appendice 1) per dimostrare che il solvente scelto non induce effetti nocivi
o clastogenici.

Misurazione della proliferazione cellulare e della citotossicita e scelta delle concentrazioni di trattamento

Nel determinare la concentrazione piu elevata della sostanza chimica in esame, occorre evitare le concentrazioni
che hanno la capacita di produrre falsi risultati positivi, come quelle che causano eccessiva citotossicita (cfr. il
paragrafo 22), precipitazione nel terreno di coltura (cfr. il paragrafo 23) o variazioni marcate del pH o osmolalita
(cfr. il paragrafo 5). Se la sostanza chimica in esame provoca una variazione marcata del pH del mezzo al
momento dell'aggiunta, il pH puo essere adeguato tamponando il terreno di coltura finale in modo da evitare falsi
risultati positivi e mantenere adeguate condizioni di coltura.

Occorre misurare la proliferazione cellulare per garantire che un numero sufficiente di cellule trattate abbia
raggiunto la mitosi durante la prova e che i trattamenti siano condotti ad adeguati livelli di citotossicita (cfr.
i paragrafi 18 e 22). La citotossicita deve essere determinata con e senza attivazione metabolica nel test principale,
sulla base di un indicatore adeguato della morte e della crescita cellulare. Mentre la valutazione della citotossicita in
un saggio iniziale pud essere utile per definire meglio le concentrazioni da utilizzare per il test principale, effet-
tuazione di un saggio iniziale non ¢ obbligatoria. Se viene eseguito, non deve sostituire la misurazione della citotos-
sicita nel test principale.
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1l raddoppiamento relativo della popolazione (RPD) o 'aumento relativo delle conte cellulari (RICC) sono metodi
adeguati per la valutazione della citotossicita nella prova citogenetica (13) (15) (35) (36) (55) (cfr. l'appendice 2 per
le formule). In caso di trattamento a lungo termine e fasi di campionamento dopo l'inizio del trattamento superiori
a 1,5 volte la durata normale del ciclo cellulare (ossia oltre 3 cicli cellulari in totale), 'RPD potrebbe sottostimare la
citotossicita (37). In tali circostanze 'RICC potrebbe essere una misura migliore, ma una stima utile si potrebbe
ottenere anche valutando la citotossicita mediante 'RPD dopo 1,5 cicli cellulari normali.

Per i linfociti in colture primarie, il coefficiente mitotico (MI) ¢ una misura degli effetti citotossici/citostatici, ma &
anche influenzato dal tempo trascorso fra il trattamento e la misurazione, dal mitogeno usato e dalla possibile
interruzione del ciclo cellulare. Tuttavia, il coefficiente mitotico ¢ accettabile perché altre misurazioni della citotos-
sicita potrebbero essere onerose e di difficile esecuzione e potrebbero non risultare adeguate alla popolazione
interessata di linfociti in crescita in risposta alla stimolazione con PHA.

Mentre RICC e RPD per le linee cellulari e MI per la coltura primaria di linfociti sono i parametri raccomandati di
citotossicita, altri indicatori (ad esempio l'integrita delle cellule, I'apoptosi, la necrosi, il ciclo cellulare) potrebbero
fornire utili informazioni aggiuntive.

Occorre valutare almeno tre concentrazioni di prova (non compreso il solvente e i controlli positivi) che
soddisfano i criteri di accettabilita (adeguata citotossicita, numero di cellule, ecc.). A prescindere dal tipo di cellula
(linee cellulari o colture primarie di linfociti), ciascuna coltura realizzata singolarmente o in piti repliche puo essere
utilizzata per ciascuna concentrazione di prova. E consigliato I'uso di colture in duplicato, ma colture singole sono
accettabili a condizione di analizzare lo stesso numero totale di cellule sia nel caso di coltura singola sia nel caso di
colture in duplicato. L'uso di colture singole & particolarmente indicato quando si valutano piu di 3 concentrazioni
(cfr. il paragrafo 31). I risultati ottenuti con colture replicate indipendenti con una determinata concentrazione
possono essere aggregati per l'analisi dei dati (38). Per le sostanze chimiche di prova che dimostrino tossicita
assente o debole, sono solitamente indicati intervalli di concentrazione di un fattore da 2 a 3. In caso di citotos-
sicita, le concentrazioni selezionate per la prova devono coprire una gamma comprendente quella che ha prodotto
la citotossicita di cui al paragrafo 22 e concentrazioni alle quali la citotossicita ¢ debole o assente. Molte sostanze
chimiche in esame presentano curve di concentrazione-risposta accentuate e al fine di ottenere dati a bassa
o debole citotossicita o di studiare la relazione dose-risposta nel dettaglio, sara necessario ricorrere a concentrazioni
separate fra loro da intervalli minori efo a pitt di tre concentrazioni (colture singole o replicate), in particolare nelle
situazioni in cui ¢ necessario ripetere I'esperimento (cfr. il paragrafo 47).

Se la concentrazione massima ¢ basata sulla citotossicita, la concentrazione pili elevata deve puntare a raggiungere
il 55 £ 5 % di citotossicita sulla base dei parametri di citotossicita raccomandati (ossia la riduzione di RICC e RPD
per le linee cellulari e la riduzione di MI per le colture primarie di linfociti al 45 + 5 % nel controllo negativo
parallelo). Occorre interpretare con cautela risultati positivi ottenuti nel solo segmento superiore di tale intervallo
di citotossicita al 55 + 5 % (13).

Per le sostanze chimiche scarsamente solubili non citotossiche a concentrazioni inferiori alla concentrazione
minima insolubile, la pitt elevata concentrazione analizzata dovrebbe produrre torbidita o la formazione di un
precipitato visibile a occhio nudo o con l'aiuto di un microscopio invertito, alla fine del trattamento con la
sostanza chimica di prova. Anche se la citotossicita si verifica a concentrazioni superiori a quella minima
insolubile, ¢ indicato effettuare la prova a una sola concentrazione che produce torbidita o un precipitato visibile,
perché il precipitato puo falsare gli effetti. Alla concentrazione che produce un precipitato, occorre adoperarsi per
garantire che il precipitato non interferisca nello svolgimento della prova (ad esempio mediante colorazioni
o abrasioni). Pud essere utile determinare la solubilita nel terreno di coltura prima del test.

Se non si osserva nessun precipitato o nessuna citotossicita limitante, la concentrazione massima di prova
dovrebbe essere pari al valore pitit basso fra 10 mM, 2 mg/ml o 2 pl/ml (39) (40) (41). Se la sostanza chimica in
esame non ha una composizione definita — quale ad esempio una sostanza di composizione sconosciuta
o variabile, prodotti di una reazione complessa o materiali biologici (UVCB) (42) o estratti dallambiente, ecc. — la
concentrazione massima potrebbe dover essere piti elevata (ad esempio 5 mg/ml), in mancanza di sufficiente
citotossicita, per aumentare la concentrazione di ciascuna componente. Va tuttavia rilevato che tali requisiti
possono essere diversi per i prodotti farmaceutici per uso umano (43).
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Controlli

Occorre anche effettuare controlli negativi paralleli (cfr. il paragrafo 15), con il solo solvente sul terreno di coltura,
trattato allo stesso modo delle colture di trattamento, per ogni fase di raccolta.

Controlli positivi paralleli sono necessari per dimostrare la capacita del laboratorio di individuare clastogeni alle
condizioni del protocollo di prova utilizzato e l'efficacia del sistema di attivazione metabolica esogeno, se del caso.
Esempi di controlli positivi sono indicati nella tabella 1 in appresso. Si possono utilizzare sostanze chimiche
alternative di controllo, se giustificate. Poiché test in vitro su cellule di mammiferi per tossicita genetica sono
sufficientemente standardizzati, I'uso dei controlli positivi pud limitarsi a un clastogeno che richiede attivazione
metabolica. A condizione che si svolga contemporaneamente alla prova senza attivazione con la stessa durata di
trattamento, quest'unico risultato di controllo positivo dimostrera sia l'attivita del sistema di attivazione metabolica
sia la capacita di risposta del sistema di prova. Tuttavia, il trattamento a lungo termine (senza S9) richiede leffet-
tuazione di un proprio controllo positivo, in quanto la durata del trattamento differisce da quella della prova con
attivazione metabolica. Ciascun controllo positivo deve essere utilizzato a una o pit concentrazioni da cui ci si
attende un aumento riproducibile e rilevabile rispetto ai valori di fondo, per dimostrare la sensibilita del sistema di
prova (ossia effetti chiari che tuttavia non rivelino immediatamente allo sperimentatore lidentita dei vetrini
codificati), e la risposta non deve essere compromessa da una citotossicita superiore ai limiti specificati nel metodo
di prova.

Tabella 1.

Sostanze chimiche di riferimento raccomandate per la valutazione della competenza dei laboratori e per la
selezione dei controlli positivi.

Categoria Sostanza chimica CASRN

1. Clastogeni attivi senza attivazione metabolica

Metansolfonato di metile 66-27-3
Mitomicina C 50-07-7
4-nitrochinolina-N-ossido 56-57-5
Citosina arabinoside 147-94-4

2. Clastogeni che richiedono attivazione metabolica

Benzo(a)pirene 50-32-8

Ciclofosfamide 50-18-0

SVOLGIMENTO DEL METODO

Trattamento con la sostanza chimica in esame

Le cellule in proliferazione sono trattate con la sostanza chimica in esame in presenza e in assenza di un sistema di
attivazione metabolica.
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Raccolta delle colture

Al fini di una valutazione rigorosa, necessaria per concludere un esito negativo, occorre rispettare tutte e tre le
seguenti condizioni sperimentali utilizzando un trattamento di breve durata con e senza attivazione metabolica e
un trattamento di lunga durata senza attivazione metabolica (cfr. i paragrafi 43, 44 e 45):

— si espongono le cellule alla sostanza chimica in esame, senza attivazione metabolica, per 3-6 ore e si procede al
campionamento quando sia trascorso un periodo equivalente a circa una volta e mezza la durata del ciclo
cellulare normale dall'inizio del trattamento (18);

— si espongono le cellule alla sostanza chimica in esame, con attivazione metabolica, per 3-6 ore e si procede al
campionamento quando sia trascorso un periodo equivalente a circa una volta e mezza la durata del ciclo
cellulare normale dall'inizio del trattamento (18);

— si espongono le cellule in modo continuo senza attivazione metabolica fino al campionamento dopo un
periodo equivalente a circa una volta e mezza la durata del ciclo cellulare normale. Alcune sostanze chimiche
(ad esempio analoghi di nucleosidi) possono essere individuate piti facilmente con tempi di trattamento/campio-
namento superiori a una volta e mezzo la durata del ciclo cellulare (24).

Nel caso in cui una qualsiasi delle suddette condizioni sperimentali porti ad un risultato positivo, pud non essere
necessario esaminare gli altri regimi di trattamento.

Preparazione dei cromosomi

Le colture cellulari sono trattate con Colcemid o colchicina, di norma per un periodo variabile da una a tre ore
prima della raccolta. Ogni coltura cellulare viene raccolta e trattata separatamente per la preparazione dei
cromosomi. La preparazione dei cromosomi comprende il trattamento ipotonico delle cellule, il fissaggio e la
colorazione. Nei monostrati possono essere presenti cellule mitotiche (identificabili perché di forma tonda e in fase
di distacco dalla superficie) al termine del trattamento di 3-6 ore. Poiché tali cellule mitotiche si staccano
facilmente, potrebbero andare perdute al momento della rimozione del terreno di coltura contenente la sostanza
chimica in esame. Se si rileva un aumento sostanziale del numero di cellule mitotiche rispetto ai controlli, tale da
indicare il probabile arresto mitotico, occorre allora prelevare le cellule mediante centrifugazione e aggiungerle
nuovamente alle colture per evitare di perdere cellule in mitosi, e quindi a rischio di aberrazione cromosomica, al
momento della raccolta.

Analisi

Tutti i vetrini, compresi quelli dei controlli positivi e negativi, devono essere codificati indipendentemente prima
dell'esame al microscopio per l'aberrazione cromosomica. Poiché le procedure di fissaggio provocano spesso la
perdita di cromosomi in una parte delle cellule in metafase, le cellule classificate devono contenere un numero di
centromeri pari al numero modale * 2.

Occorre classificare almeno 300 metafasi ben spaziate per ogni concentrazione e per ogni controllo, per rilevare
un risultato chiaramente negativo per la sostanza chimica in esame (cfr. il paragrafo 45). Se si usano colture
replicate, le 300 cellule devono essere divise equamente tra le repliche. Se si usano colture singole per ogni concen-
trazione (cfr. il paragrafo 21), occorre classificare almeno 300 metafasi ben spaziate in ogni coltura singola.
L'analisi di 300 cellule comporta il vantaggio di aumentare la potenza statistica della prova; inoltre valori pari
a zero saranno rari (stimati dell'ordine del 5 %) (44). E possibile ridurre il numero di metafasi classificate se si
osserva un numero elevato di cellule con aberrazioni cromosomiche e la sostanza chimica in esame ¢ considerata
chiaramente positiva.

Le cellule che presentano una o pilt aberrazioni cromosomiche strutturali con e senza gap devono essere
classificate. Le rotture e i gap sono definiti nellappendice 1 conformemente a (45) (46). Occorre registrare separa-
tamente le aberrazioni cromatidiche e quelle cromosomiche e classificarle in sottotipi (rotture, scambi). Le
procedure in uso presso il laboratorio devono assicurare che l'analisi delle aberrazioni cromosomiche sia effettuata
da analisti ben preparati e sottoposta valutazione inter pares, se del caso.



28.4.2017 Gazzetta ufficiale dell'Unione europea L 112/29

Sebbene la prova sia destinata a rivelare aberrazioni cromosomiche strutturali, ¢ importante registrare le frequenze
di eventuali casi di poliploidia e di endoriduplicazione (cfr. il paragrafo 2).

Competenza del laboratorio

Al fine di verificare sufficiente esperienza con la prova prima del suo impiego corrente, il laboratorio deve avere
eseguito una serie di esperimenti con sostanze chimiche positive di riferimento che agiscono attraverso meccanismi
diversi e vari controlli negativi (con diversi solventifveicoli). Tali risposte dei controlli, positive e negative, devono
essere coerenti con la letteratura scientifica. Cio non si applica ai laboratori che hanno gia maturato un’esperienza,
vale a dire che dispongono di una banca di dati storici quale definita al paragrafo 37.

Occorre analizzare una selezione di sostanze chimiche di controllo a esito positivo (cfr. la tabella 1 al paragrafo 26)
con trattamenti brevi e lunghi in assenza di attivazione metabolica e anche con trattamento breve in presenza di
attivazione metabolica, al fine di dimostrare la capacita di individuare sostanze chimiche con proprieta clasto-
geniche e determinare l'efficacia del sistema di attivazione metabolica. Occorre scegliere una serie di concentrazioni
delle sostanze chimiche selezionate per fornire aumenti riproducibili e correlati alla concentrazione rispetto ai
valori di fondo, dimostrando cosi la sensibilita e la gamma dinamica del sistema di prova.

Dati storici di controllo

Il laboratorio deve stabilire:

— gamma e distribuzione dei controlli positivi storici,

— gamma e distribuzione dei controlli negativi storici (non trattati, trattati con solvente).

All'acquisizione dei primi dati di distribuzione dei controlli negativi storici, ¢ necessario che i controlli negativi
paralleli siano coerenti con i dati di controllo pubblicati, se esistenti. Con 'aumento dei dati sperimentali aggiunti
alla distribuzione dei controlli, i controlli negativi paralleli dovrebbero idealmente situarsi entro i limiti di tale
controllo al 95 % di tale distribuzione (44) (47). La banca dati dei controlli negativi storici del laboratorio deve
inizialmente essere costituita con un minimo di 10 esperimenti ma preferibilmente con almeno 20 esperimenti
svolti in condizioni sperimentali analoghe. I laboratori devono utilizzare metodi di controllo della qualita, quali
diagrammi di controllo (ad esempio carte C o carte X medio (48)), per rilevare la variabilita dei loro dati di
controllo positivi e negativi e dimostrare che la metodologia ¢ “sotto controllo” nel laboratorio (44). Ulteriori
raccomandazioni su come sviluppare e utilizzare i dati storici (cioe i criteri per I'inclusione e T'esclusione di dati
nelle serie storiche e i criteri di accettabilita per un determinato esperimento) sono reperibili nella letteratura
scientifica (47).

Eventuali modifiche apportate al protocollo sperimentale devono essere considerate in base alla loro coerenza con
le esistenti banche dati di controlli storici del laboratorio. L'esistenza di incongruenze significative deve portare alla
creazione di una nuova banca dati di controlli storici.

I dati sui controlli negativi devono comprendere l'incidenza di cellule con aberrazioni cromosomiche da coltura
singola o dalla somma di colture replicate, come descritto nel paragrafo 21. I controlli negativi paralleli dovrebbero
idealmente situarsi entro i limiti di tale controllo al 95 % della distribuzione della banca dati dei controlli negativi
storici del laboratorio (44) (47). Qualora i dati dei controlli negativi paralleli non rientrino nei limiti del controllo
al 95 %, possono essere accettabili per I'inserimento nella distribuzione dei controlli storici purché non siano valori
erratici estremi e sia provato che il sistema di prova ¢ “sotto controllo” (cfr. il paragrafo 37) e che non si sono
verificati errori tecnici o umani.
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DATI E RELAZIONE

Presentazione dei risultati

Occorre valutare la percentuale di cellule con una o pit aberrazioni cromosomiche strutturali. Occorre elencare
separatamente le aberrazioni cromosomiche e quelle cromatidiche e classificarle in sottotipi (rotture, scambi) con
l'indicazione del numero e della frequenza per le colture sperimentali e di controllo. I gap devono essere registrati e
indicati separatamente nella relazione, ma non inclusi nella frequenza totale delle aberrazioni. Le percentuali di
poliploidia efo di cellule endoriduplicate sono segnalate se verificate.

Occorre riportare anche le misurazioni di citotossicita condotte in parallelo per tutte le colture trattate di controllo
negativo e positivo nei principali test di aberrazione.

Occorre fornire dati sulle singole colture. Tutti i dati devono essere riassunti in tabelle.

Criteri di accettabilita
L'accettazione di una prova ¢ basata sui seguenti criteri:

— il controllo negativo parallelo ¢ considerato accettabile per inserimento nella banca dati sui controlli negativi
storici di laboratorio come descritto al paragrafo 39.

— 1 controlli positivi paralleli (cfr. il paragrafo 26) devono indurre risposte compatibili con quelle generate nella
banca dati dei controlli positivi storici e produrre un aumento statisticamente significativo rispetto al controllo
negativo parallelo.

— Devono essere soddisfatti i criteri di proliferazione cellulare nel controllo con solvente (paragrafi 17 e 18).

— Tutte e tre le condizioni sperimentali sono state testate a meno che una abbia portato a risultati positivi (cfr. il
paragrafo 28).

— Un adeguato numero di cellule e concentrazioni ¢ analizzabile (paragrafi 31 e 21).

— I criteri di selezione della concentrazione massima sono conformi a quelli descritti ai paragrafi 22, 23 e 24.

Analisi e interpretazione dei risultati

A condizione che siano soddisfatti tutti i criteri di accettabilita, la sostanza chimica in esame ¢ considerata
chiaramente positiva se, in una qualsiasi delle condizioni sperimentali esaminate (cfr. il paragrafo 28):

a) almeno una delle concentrazioni di prova presenta un aumento statisticamente significativo rispetto al controllo
negativo parallelo;

b) Taumento ¢ correlato alla dose somministrata se valutato con un’adeguata analisi della tendenza;

¢) vi sono risultati che non rientrano nella distribuzione dei dati dei controlli negativi storici (ad esempio limiti di
controllo al 95 % di una distribuzione di Poisson; cfr. il paragrafo 39).

Se tutti i criteri sono soddisfatti, la sostanza chimica in esame ¢ ritenuta in grado di indurre aberrazioni
cromosomiche in cellule di mammifero coltivate nel sistema di prova. Raccomandazioni dei metodi statistici piit
appropriati sono reperibili nella letteratura scientifica (49) (50) (51).

A condizione che siano soddisfatti tutti i criteri di accettabilita, la sostanza chimica in esame ¢ considerata
chiaramente negativa se, in tutte le condizioni sperimentali esaminate (cfr. il paragrafo 28):

a) nessuna concentrazione di prova presenta un aumento statisticamente significativo rispetto al controllo negativo
parallelo;
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b) non si verifica nessun aumento correlato alla dose somministrata se valutato con un’adeguata analisi della
tendenza;

¢) tutti i risultati rientrano nella distribuzione dei dati dei controlli negativi storici (ad esempio limiti di controllo
al 95 % di una distribuzione di Poisson; cfr. il paragrafo 39).

La sostanza chimica in esame ¢ quindi ritenuta non in grado di indurre aberrazioni cromosomiche in cellule di
mammifero coltivate nel sistema di prova.

Non ¢ necessario verificare una risposta palesemente positiva o negativa.

In caso di risposta non chiaramente positiva o negativa come sopra descritto o per contribuire a stabilire la
pertinenza biologica di un risultato, i dati devono essere valutati da esperti e/o mediante ulteriori indagini. Potrebbe
essere utile analizzare nuove cellule (se appropriato) o ripetere un esperimento modificandone eventualmente le
condizioni (ad esempio, intervallazione delle concentrazioni, altre condizioni di attivazione metabolica (ossia
concentrazione S9 od origine S9)).

In rari casi, anche dopo ulteriori indagini, i dati non consentono di arrivare a una conclusione positiva o negativa e
pertanto la risposta della sostanza chimica in esame ¢ considerata ambigua.

Un aumento del numero di cellule poliploidi puo significare che le sostanze chimiche in esame sono in grado di
inibire processi mitotici e di indurre aberrazioni numeriche nei cromosomi (52). Un aumento del numero di cellule
con cromosomi endoriduplicati puo indicare che le sostanze chimiche in esame sono in grado di inibire la
progressione del ciclo cellulare (53) (54) (cfr. il paragrafo 2). Pertanto, l'incidenza delle cellule poliploidi e quella
delle cellule con cromosomi endoriduplicati devono essere registrate separatamente.

Relazione sulla prova

La relazione sulla prova deve comprendere le informazioni seguenti.
Sostanza chimica in esame:

— origine, numero di lotto, data limite per l'uso, se disponibili;

— stabilita della sostanza chimica in esame, se nota;

— solubilita e stabilitd della sostanza in esame nel solvente, se note;

— misurazione del pH, dell'osmolalita e del precipitato nel terreno di coltura a cui ¢ stata aggiunta la sostanza
chimica in esame, se del caso.

Sostanza mono-componente:
— aspetto fisico, solubilita in acqua e altre proprieta fisico-chimiche pertinenti;

— identificazione chimica, quale nome IUPAC o CAS, numero CAS, codice SMILES o InChl, formula strutturale,
purezza, identita chimica di eventuali impurita se opportuno e fattibile, ecc.

Sostanza multi-componente, UVCB e miscele:

— caratterizzarne, per quanto possibile, l'identita chimica (cfr. sopra), le proporzioni quantitative e le pertinenti
proprieta fisico-chimiche dei componenti.

Solvente:
— motivazione della scelta del solvente;

— si dovrebbe indicare anche la percentuale di solvente nel terreno di coltura.
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Cellule:

— tipo e origine delle cellule;

— caratteristiche del cariotipo e idoneita del tipo di cellula usato;
— assenza di micoplasma, per le linee cellulari;

— per le linee cellulari, informazioni sulla durata del ciclo cellulare, sui tempi di raddoppiamento o sull'indice di
proliferazione;

— sesso dei donatori di sangue, etd e pertinenti informazioni sul donatore, sangue intero o linfociti isolati,
mitogeno usato;

— numero di passaggi, se disponibile, per le linee cellulari;

— metodi usati per la conservazione delle colture cellulari, per le linee cellulari;

— numero modale di cromosomi, per le linee cellulari.

Condizioni della prova:

— natura e concentrazione dell'inibitore della metafase, durata di esposizione delle cellule;

— concentrazione della sostanza chimica in esame espressa come concentrazione finale nel terreno di coltura (ad
esempio pg o mg/ml o mM del terreno di coltura);

— criteri di selezione delle concentrazioni e del numero di colture: per esempio i dati relativi alla citotossicita e ai
limiti di solubilita;

— composizione dei terreni di coltura, concentrazione di CO, se del caso, livello di umidita;

— concentrazione (/o volume) del solvente e della sostanza chimica in esame aggiunti nel terreno di coltura;
— temperatura di incubazione;

— tempo di incubazione;

— durata del trattamento;

— momento della raccolta dopo il trattamento;

— densita delle cellule al momento dell'inoculazione, se del caso;

— tipo e composizione del sistema di attivazione metabolica (fonte di S9, metodo di preparazione della miscela
S9, concentrazione o volume della miscela S9 e di S9 nel terreno di coltura, controlli di qualita S9);

— sostanze di controllo positive e negative, concentrazioni finali per ciascuna delle condizioni di trattamento;
— metodi di preparazione dei vetrini e tecniche di colorazione utilizzati;

— criteri di accettabilita dei saggi;

— criteri di classificazione dei vetrini;

— numero di metafasi analizzate;

— metodi di misurazione della citotossicita;

— eventuali informazioni supplementari pertinenti per la citotossicita e metodo usato;

— criteri in base ai quali i risultati sono considerati positivi, negativi o ambigui;

— metodi utilizzati per determinare pH, osmolalita e precipitazione.
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Risultati:
— numero di cellule trattate e numero di cellule raccolte per ciascuna coltura se sono utilizzate linee cellulari;
— misurazioni della citotossicita, ad esempio RPD, RICC, M], altre osservazioni se del caso;

— informazioni sulla durata del ciclo cellulare, sui tempi di raddoppiamento o sull'indice di proliferazione in caso
di linee cellulari;

— segni di precipitazione e momento della determinazione;
— definizione delle aberrazioni, compresi i gap;

— numero di cellule classificate, numero di cellule con aberrazioni cromosomiche e tipi di aberrazioni
cromosomiche indicati separatamente per ciascuna coltura trattata e di controllo, con e senza gaps;

— eventuali cambiamenti di ploidia (cellule poliploidi e cellule con cromosomi endoriduplicati, indicate separa-
tamente);

— relazione concentrazione-risposta, se possibile;
— dati sui controlli paralleli negativi (solvente) e positivi (concentrazioni e solventi);

— dati sui controlli storici negativi (solvente) e positivi, con intervalli, medie e deviazioni standard e limiti di
controllo al 95 % della distribuzione, nonché il numero dei dati;

— analisi statistiche; valori p, se noti.
Discussione dei risultati.

Conclusioni.
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Appendice 1

DEFINIZIONI

Aneuploidia: qualsiasi deviazione dal normale numero diploide (o aploide) di cromosomi da parte di uno o pitt
cromosomi, ma non dell'intero corredo di cromosomi (poliploidia).

Apoptosi: morte cellulare programmata caratterizzata da una serie di fasi che portano alla disintegrazione delle
cellule in particelle legate alla membrana, le quali vengono poi eliminate mediante fagocitosi o “shedding” (clivaggio
dei ricettori di membrana).

Proliferazione cellulare: aumento del numero di cellule dovuto alla divisione mitotica delle cellule.
Sostanza chimica: una sostanza o una miscela.

Rottura cromatidica: discontinuita di un singolo cromatidio in cui vi & un’evidente disallineamento di uno dei
cromatidi.

Gap cromatidico: regione non colorata (lesione acromatica) di un singolo cromatidio in cui vi & un disalli-
neamento minimo del cromatidio.

Aberrazione di tipo cromatidico: alterazione cromosomica strutturale che si manifesta nella rottura di un
singolo cromatidio o nella rottura e ricongiunzione di cromatidi.

Aberrazione di tipo cromosomico: alterazione cromosomica strutturale che si manifesta nella rottura, o nella
rottura e ricongiunzione, di entrambi i cromatidi in uno stesso punto.

Clastogeno: qualsiasi sostanza chimica che causa aberrazioni cromosomiche strutturali in popolazioni di cellule
0 organismi eucarioti.

Concentrazioni: si riferiscono alle concentrazioni finali della sostanza chimica in esame nel mezzo di coltura.

Citotossicita: per i saggi di cui al presente metodo di prova con linee cellulari, la citotossicita corrisponde a una
riduzione del raddoppiamento relativo della popolazione (RPD) o dellaumento relativo del numero di cellule
(RICC) delle cellule trattate rispetto al controllo negativo (cfr. il paragrafo 17 e I'appendice 2). per i saggi di cui al
presente metodo di prova con colture primarie di linfociti, la citotossicita corrisponde a una riduzione del
coefficiente mitotico (MI) delle cellule trattate rispetto al controllo negativo (cfr. il paragrafo 18 e 'appendice 2).

Endoriduplicazione: processo nel quale, dopo una fase S di replicazione del DNA, il nucleo non inizia la mitosi
ma inizia una nuova fase S. Ne risultano cromosomi con 4, 8, 16,... cromatidi.

Genotossico: termine generico che comprende tutti i tipi di danno a carico del DNA o dei cromosomi, tra cui
rotture, delezioni, modifiche e collegamenti di nucleotidi, riarrangiamenti, mutazioni geniche, aberrazioni
cromosomiche e aneuploidia. Non tutti i tipi di effetti genotossici determinano alterazioni cromosomiche o danni
permanenti ai cromosomi.

Coefficiente mitotico (MI): numero delle cellule in metafase diviso per il numero totale di cellule della
popolazione: costituisce un'indicazione del grado di proliferazione della popolazione cellulare.

Mitosi: divisione del nucleo cellulare, solitamente suddivisa in profase, prometafase, metafase, anafase e telofase.

Mutageno: un fattore in grado di provocare mutazioni ereditarie delle sequenze di coppie di basi del DNA nei geni
o della struttura dei cromosomi (aberrazioni cromosomica).

Aberrazione numerica: variazione del numero di cromosomi rispetto al numero diploide caratteristico della
specie.

Poliploidia: aberrazioni numeriche dei cromosomi che interessa lintero corredo cromosomico di cellule
o organismi, a differenza dallaneuploidia, che invece interessa un solo cromosoma o pili cromosomi, ma non
l'intero corredo cromosomico.
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Stato della p53: la proteina p53 partecipa alla regolazione del ciclo cellulare, all'apoptosi e alla riparazione del
DNA. Le cellule carenti di proteine p53 funzionali, che non sono in grado di arrestare il ciclo cellulare o di
eliminare cellule danneggiate tramite apoptosi o altri meccanismi (ad esempio induzione di riparazione del DNA)
relativi alle funzioni della p53 in risposta ad alterazioni del DNA, dovrebbero essere teoricamente pil soggette
a mutazioni geniche o aberrazioni cromosomiche.

Aumento relativo delle conte cellulari (RICC): aumento del numero di cellule nelle colture esposte ad agenti
chimici rispetto all’aumento nelle colture non trattate; il rapporto ¢ espresso in percentuale.

Raddoppiamento relativo della popolazione (Relative Population Doubling, RPD): aumento del numero di
raddoppiamenti della popolazione nelle colture esposte ad agenti chimici rispetto all’aumento nelle colture non
trattate; il rapporto € espresso in percentuale.

Frazione S9 del fegato: supernatante di omogenato epatico centrifugato a 9 000 g, cioé estratto di fegato crudo.

Miscela S9: miscela di frazione S9 del fegato con cofattori necessari per lattivita degli enzimi metabolici.

Controllo con solvente: termine generico che designa le colture di controllo che ricevono unicamente il solvente
utilizzato per disciogliere la sostanza chimica in esame.

Aberrazione strutturale: alterazione della struttura cromosomica visibile all'esame microscopico dello stadio di
metafase, che si presenta con perdita di segmenti e riordinamenti intercromosomici e intracromosomici.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata seguendo il presente metodo di prova.

Controllo non trattato: colture non sottoposte a trattamento (che non ricevono alcuna sostanza chimica in
esame né solvente) ma preparate in parallelo e in modo identico alle culture esposte alla sostanza chimica in esame.
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Appendice 2

FORMULE PER LA VALUTAZIONE DELLA CITOTOSSICITA

Coefficiente mitotico (MI):

MI(%) = Numero di cellule mitotiche . ;4
Numero di cellule mitotiche

si raccomanda di avvalersi del’aumento relativo delle conte cellulari (RICC) o del raddoppiamento relativo
della popolazione (RPD), poiché entrambi i metodi tengono conto della proporzione di popolazione cellulare che
¢ andata incontro a divisione.

( Aumento del numero di cellule nelle colture trattate(finale-iniziale))

RICC(%) = % 100

( Aumento del numero di cellule nelle colture di controllo(finale-iniziale))

RPD (%) — (Num.di raddoppiamenti della popolazione nelle colture trattate) < 100
*’ ™ (Num.di raddoppiamenti della popolazione nelle colture trattate)

dove:

Raddoppiamento della popolazione = [logaritmo (numero di cellule dopo il trattamento + numero di cellule
iniziale)] + logaritmo 2

Ad esempio, un RICC o un RPD del 53 % indica una citotossicita/citostasi del 47 % e una citotossicita/citostasi del
55 % misurato con MI significa che il MI reale rappresenta il 45 % del controllo.

In ogni caso, occorre misurare il numero di cellule prima del trattamento, che deve essere identico per le colture
trattate e per i controlli negativi.

L'RCC (ossia il rapporto fra il numero di cellule nelle colture trattate e il numero di cellule nelle colture di
controllo) ¢ stato usato come parametro di citotossicita in passato, ma oggi non € pilt raccomandato perché puo
sottovalutare la citotossicita.

Nelle colture di controllo negativo, il raddoppiamento della popolazione deve essere compatibile con l'esigenza di
campionare le cellule dopo il trattamento, trascorso un lasso di tempo pari a circa 1,5 volte la durata del ciclo
cellulare normale, e il coefficiente mitotico deve essere sufficientemente elevato per ottenere un numero adeguato
di cellule in mitosi e calcolare attendibilmente una riduzione del 50 %.»

(4) Nella parte B, il capitolo B.11 ¢ sostituito dal seguente:

«B.11 Prova di aberrazione cromosomica del midollo osseo nei mammiferi

INTRODUZIONE

I presente metodo di prova ¢ equivalente alle linee guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 475
(2016), e fa parte di una serie di metodi di prova di tossicologia genetica. E stato elaborato un documento OCSE
contenente informazioni succinte sulle prove di tossicologia genetica e un compendio delle modifiche recentemente
apportate alla rispettiva linea guida (1).

La prova in vivo di aberrazione cromosomica del midollo osseo nei mammiferi ¢ particolarmente rilevante per
valutare la genotossicita. Difatti, benché possano variare a seconda delle specie, i fattori del metabolismo in vivo, gli
aspetti farmacocinetici e i processi di riparazione del DNA sono attivi e contribuiscono alle reazioni. La prova in
vivo ¢ inoltre utile per studiare piti approfonditamente la genotossicita rilevata tramite un sistema in vitro.



L 112/40 Gazzetta ufficiale dell'Unione europea 28.4.2017

La prova in vivo di aberrazione cromosomica del midollo osseo nei mammiferi ¢ utilizzato per individuare
aberrazioni cromosomiche strutturali indotte dalle sostanze chimiche in esame nelle cellule del midollo osseo di
animali, di solito roditori (2) (3) (4) (5). Tali aberrazioni strutturali possono essere di due tipi: cromosomiche
o cromatidiche. La maggior parte delle aberrazioni indotte da sostanze chimiche genotossiche ¢ di tipo
cromatidico, ma si verificano anche aberrazioni di tipo cromosomico. I danni cromosomici e i fenomeni ad esse
connessi sono la causa di molte malattie genetiche umane e vi sono prove concrete del fatto che, quando causano
alterazioni degli oncogeni e dei geni soppressori dei tumori, queste lesioni ed i fenomeni ad esse connessi sono
implicati nella comparsa delle neoplasie umane e di quelle sperimentalmente indotte negli animali da laboratorio.
Nelle prove di aberrazione cromosomica in vivo possono verificarsi casi di poliploidia (inclusa l'endoridupli-
cazione). Un aumento della poliploidia non € tuttavia, di per sé, un segno di potenziale aneugenico, e puo sempli-
cemente indicare una perturbazione del ciclo delle cellule o citotossicita. Questo test non & destinato a misurare
l'aneuploidia, per il cui rilevamento sono raccomandati i test in vivo sui micronuclei negli eritrociti di mammifero
(capitolo B.12 del presente allegato) o i test del micronucleo in vitro con cellule di mammifero (capitolo B.49 del
presente allegato).

Le definizioni della terminologia usata figurano nell Appendice 1.

CONSIDERAZIONI INIZIALI

Per tale saggio si usano di norma roditori, ma in certi casi si puo ricorrere anche ad altre specie se cio ¢ giustificato
sul piano scientifico. Il midollo osseo ¢ il tessuto bersaglio, in quanto ¢ altamente vascolarizzato e contiene una
popolazione di cellule a ciclo rapido, che possono essere agevolmente isolate e trattate. L'utilizzazione di specie
diverse dai ratti e dai topi deve essere scientificamente giustificata nella relazione. Se si ricorre a specie diverse dai
roditori, viene raccomandato di integrare la misurazione delle aberrazioni cromosomiche del midollo osseo in
un’altra prova di tossicita pertinente.

Se ¢ comprovato che la sostanza o le sostanze chimiche in esame, o i loro metaboliti, non raggiungono il tessuto
bersaglio, pud non essere opportuno utilizzare questa prova.

Prima dell'uso del metodo di prova su una miscela, per la generazione di dati per un determinato scopo normativo,
occorre esaminare se, e in caso affermativo perché, puo fornire risultati adeguati a tale scopo. Tali considerazioni
non sono necessarie in presenza di un obbligo normativo di prova sulla miscela.

PRINCIPIO DELLA PROVA

Gli animali sono esposti alla sostanza chimica in esame attraverso un’adeguata via d'esposizione, e al momento
opportuno, dopo il trattamento, sono soppressi in modo incruento. Prima della soppressione incruenta, gli animali
sono trattati con un inibitore della metafase (ad es. colchicina o colcemid). Le preparazioni cromosomiche
approntate dalle cellule di midollo osseo sono poi sottoposte a un processo di colorazione, e le cellule in metafase
sono analizzate per individuare aberrazioni cromosomiche.

VERIFICA DELLA COMPETENZA DEL LABORATORIO

Prove di competenza

Per accertare che il laboratorio possieda un’esperienza sufficiente nella conduzione del saggio prima di utilizzarlo
nelle prove di routine, il laboratorio deve dimostrare la capacita di riprodurre i risultati attesi dai dati pubblicati (ad
es. (6)) riguardanti le frequenze delle aberrazioni cromosomiche, con un minimo di due sostanze per i controlli
positivi (incluse le risposte deboli indotte da dosi basse di sostanze per i controlli positivi), come quelle elencate
nella tabella 1, e con controlli sui mezzi disperdenti/solventi compatibili (cfr. il paragrafo 22). Le dosi utilizzate nel
corso di tali sperimentazioni devono produrre aumenti riproducibili e collegati alle dosi somministrate, e devono
dimostrare la sensibilita e l'intervallo dinamico del sistema di analisi sul tessuto in questione (il midollo osseo). Il
metodo di conteggio deve essere quello che sara usato dal laboratorio. Questo requisito non si applica ai laboratori
con esperienza, che dispongono cioé di una base di dati storica quale definita ai paragrafi 10-14.
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Dati di controllo storici

Nell'ambito delle prove di competenza il laboratorio deve stabilire:

— gamma e distribuzione dei controlli positivi storici, e

— gamma e distribuzione dei controlli negativi storici.

All'acquisizione dei primi dati di distribuzione dei controlli negativi storici, ¢ necessario che i controlli negativi
paralleli siano coerenti con i dati di controllo pubblicati, se esistenti. Con 'aumento dei dati sperimentali aggiunti
alla distribuzione dei controlli storici, i controlli negativi paralleli dovrebbero idealmente situarsi entro i limiti di
tale controllo al 95 % di tale distribuzione. La banca dati dei controlli negativi storici del laboratorio deve essere
solida sotto il profilo statistico per garantire la capacita del laboratorio di valutare la distribuzione dei suoi dati di
controllo negativi. La letteratura suggerisce che possa essere necessario un minimo di 10 esperimenti, ma che
sarebbe preferibile contarne almeno 20, svolti in analoghe condizioni sperimentali. I laboratori devono utilizzare
metodi di controllo della qualita, quali diagrammi di controllo (ad esempio carte C o carte X medio (7)), per
rivelare la variabilita dei loro dati e dimostrare che la metodologia ¢ “sotto controllo” nel laboratorio. Ulteriori
raccomandazioni su come sviluppare e utilizzare i dati storici (cio¢ i criteri per linclusione e l'esclusione di dati
nelle serie storiche e i criteri di accettabilita per un determinato esperimento) sono reperibili nella letteratura
scientifica (8).

Se nellambito delle prove di competenza (descritte al paragrafo 9) il laboratorio non porta a termine un numero
sufficiente di esperimenti per stabilire una distribuzione dei controlli negativi statisticamente solida (cfr. il paragrafo
11), si puo accettare che la distribuzione sia definita durante i primi test di routine. Questo approccio deve seguire
le raccomandazioni formulate nella letteratura (8), e i risultati dei controlli negativi ottenuti in questi esperimenti
devono essere coerenti con i dati di controllo negativi pubblicati.

Eventuali modifiche apportate al protocollo sperimentale devono essere considerate in base alle loro ripercussioni
sulla coerenza fra i nuovi dati e le esistenti banche dati di controlli storici del laboratorio. Solo le incongruenze
significative dovrebbero portare alla creazione di una nuova banca dati di controlli storici, se il parere di un esperto
stabilisce che vi € una differenza rispetto alla distribuzione precedente (cfr. il paragrafo 11). Durante la costituzione
di questa nuova banca dati, il laboratorio non ha necessariamente bisogno di una banca dati completa di controlli
negativi per permettere lo svolgimento di una prova, a condizione che esso possa dimostrare che i valori dei
controlli negativi paralleli rimangano coerenti con la precedente banca dati o con i dati corrispondenti pubblicati.

[ dati sui controlli negativi devono riguardare l'incidenza delle aberrazioni cromosomiche strutturali (senza “gap”)
in ogni animale. I controlli negativi paralleli dovrebbero idealmente situarsi entro i limiti di tale controllo al 95 %
della distribuzione della banca dati dei controlli negativi storici del laboratorio. Qualora i dati dei controlli negativi
paralleli non rientrino nei limiti del controllo al 95 % possono essere accettabili per l'inserimento nella distri-
buzione dei controlli storici purché non siano outlier estremi e sia provato che il sistema di prova & “sotto
controllo” (cfr. il paragrafo 11) e che non si sono verificati errori tecnici o umani.

DESCRIZIONE DEL METODO

Preparazioni

Selezione delle specie animali

Di preferenza sono utilizzati individui adulti, giovani e in buona salute, provenienti da ceppi di animali da
laboratorio. Sono comunemente usati i ratti, ma possono essere idonei anche i topi. Si puo ricorrere a qualsiasi
altra specie idonea di mammiferi, se cio viene giustificato scientificamente nella relazione.
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Condizioni di stabulazione e alimentazione degli animali

Per i roditori, la temperatura dello stabulario deve essere mantenuta a 22 °C (£ 3 °C). Idealmente I'umidita relativa
deve essere del 50-60 %. Deve comunque essere come minino del 40 % e non deve preferibilmente superare il
70 %, tranne che nel corso delle pulizie degli ambienti. L'illuminazione deve essere artificiale, con una sequenza di
12 ore di luce e 12 d'oscuritd. Per l'alimentazione, attenersi alle diete convenzionali da laboratorio con una
quantita illimitata di acqua potabile. La scelta della dieta pud essere influenzata dalla necessita di garantire
un’adeguata miscela della sostanza in esame, se somministrata per questa via. Se non ci si aspetta alcun compor-
tamento aggressivo, i roditori vanno alloggiati in piccoli gruppi (non pitt di cinque in ogni gabbia) dello stesso
sesso e gruppo di trattamento, preferibilmente in gabbie a fondo pieno con adeguato arricchimento ambientale. Gli
animali possono essere alloggiati individualmente solo se cio ¢ giustificato sotto il profilo scientifico.

Preparazione degli animali

Sono generalmente utilizzati animali adulti, giovani e sani (i roditori hanno idealmente un’eta di 6-10 settimane
all'inizio del trattamento, ma sono accettati anche animali di eta un pO pitt avanzata), che vengono suddivisi a caso
in gruppi di controllo e di trattamento. [ singoli animali sono identificati univocamente applicando un metodo
incruento e il meno possibile invasivo (cio¢ inanellamento, etichettatura, applicazione di un microchip o identifi-
cazione biometrica, evitando il taglio delle orecchie o la falangectomia) e devono essere acclimatati alle condizioni
di laboratorio per almeno 5 giorni. Le gabbie devono essere sistemate in modo da ridurre al minimo eventuali
effetti dovuti alla loro collocazione. Deve essere evitata ogni contaminazione incrociata fra il controllo positivo e la
sostanza chimica in esame. All'inizio dello studio la variazione di peso degli animali deve essere minima e non
superare il £ 20 % del peso medio per ciascun sesso.

Preparazione delle dosi

Le sostanze solide in esame vanno sciolte o poste in sospensione in appropriati solventi o mezzi disperdenti
o mescolate alla dieta o allacqua da bere prima di essere somministrate agli animali. Le sostanze liquide possono
essere somministrate direttamente o diluite prima del trattamento. In caso di esposizione per via inalatoria, le
sostanze possono essere somministrate sotto forma di gas, vapore o aerosol solido o liquido, in funzione delle loro
proprieta fisico-chimiche. Vanno usati preparati freschi della sostanza, a meno che i dati sulla stabilita dimostrino
che la conservazione ¢ accettabile e definiscano le adeguate condizioni di conservazione.

Solvente/mezzo disperdente

Il solvente/mezzo disperdente non deve produrre effetti tossici ai livelli di dose usati e non deve reagire
chimicamente con la sostanza in esame. L'uso di solventi/mezzi disperdenti poco noti ¢ ammesso solo se suffragato
da dati che ne provino la compatibilita. Si raccomanda di prendere in primo luogo in considerazione, se possibile,
luso di un solvente/mezzo disperdente acquoso. Fra gli esempi di solventi/mezzi disperdenti compatibili e
comunemente usati si possono menzionare l'acqua, la soluzione fisiologica, la soluzione di metilcellulosa, la
soluzione di carbossimetilcellulosa sodica, l'olio di oliva e l'olio di mais. In mancanza di dati di controllo storici
o pubblicati che dimostrino che un solvente/mezzo disperdente atipico prescelto non induce aberrazioni strutturali
o altri effetti nocivi, va effettuato uno studio iniziale per stabilire I'accettabilita del controllo del solvente/mezzo
disperdente.

Controlli

Controlli positivi

Ogni prova deve generalmente includere un gruppo di animali trattati con una sostanza usata per i controlli
positivi. Questa condizione puo essere eliminata quando il laboratorio di prova ha dimostrato la sua competenza
nello svolgimento della prova e ha stabilito l'intervallo dei controlli positivi storici. Quando manca un gruppo di
controllo positivo parallelo, in ogni esperimento devono essere inclusi controlli del conteggio (vetrini fissati e non
colorati). Questo pud avvenire includendo nello studio campioni di riferimento idonei ottenuti e conservati in
occasione di un esperimento separato di controllo positivo svolto periodicamente (ad es. ogni 6-18 mesi) nel
laboratorio in cui ¢ condotta la prova; ad esempio, durante la verifica della competenze e successivamente, se
necessario, su base periodica.
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Le sostanze chimiche per i controlli positivi devono portare, in modo affidabile, a un aumento individuabile della
frequenza delle cellule con aberrazioni cromosomiche strutturali al di 1a del livello spontaneo. Le dosi dei controlli
positivi devono essere scelte in modo che gli effetti siano chiari ma non rivelino immediatamente all’'analista
lidentita dei campioni codificati. E ammissibile che le sostanze per i controlli positivi siano somministrate per una
via diversa da quella della sostanza chimica in esame, usando un programma di trattamento diverso, e che il
campionamento avvenga in un unico momento. E anche ammissibile, se appropriato, I'uso per i controlli positivi
di sostanze di una classe chimica correlata. Nella tabella 1 figurano esempi di sostanze chimiche per i controlli

positivi.
Tabella 1.
Esempi di sostanze chimiche per i controlli positivi
Sostanza chimica CASRN

Metansolfonato di etile 62-50-0
Metansolfonato di metile 66-27-3
Etilnitrosourea 759-73-9
Mitomicina C 50-07-7
Ciclofosfamide (monoidrato) 50-18-0 (6055-19-2)
Trietilenmelammina 51-18-3

Controlli negativi

In ogni momento del campionamento devono essere inclusi animali del gruppo di controllo negativo, che sono
gestiti nello stesso modo dei gruppi di trattamento, ma a cui non viene somministrata la sostanza chimica in
esame. Se per la somministrazione della sostanza in esame si usa un solvente/mezzo disperdente, anche il gruppo
di controllo deve riceverlo. Tuttavia, se dai dati dei controlli negativi storici risulta una variabilita intraspecifica e
una frequenza delle cellule con aberrazioni strutturali coerente ad ogni momento del campionamento per il
laboratorio di prova, puo essere sufficiente un solo campionamento per il controllo negativo. In tal caso, esso deve
avvenire al momento del primo campionamento effettuato nellambito dello studio.

PROCEDURA

Numero e sesso degli animali

In generale, la risposta dei micronuclei ¢ simile nei maschi e nelle femmine degli animali (9), ed ¢ da prevedere che
cio valga anche per le aberrazioni cromosomiche strutturali; la maggior parte degli studi potrebbe pertanto venire
effettuata sull'uno o sull’altro sesso. L'esistenza di dati che dimostrano differenze rilevanti fra i maschi e le femmine
(ad es. differenze riguardanti la tossicita sistemica, il metabolismo, la biodisponibilita, la tossicita del midollo osseo,
ecc., incluso ad es. un range-finding test) incoraggerebbero l'uso di entrambi i sessi. Nella fattispecie potrebbe essere
appropriato effettuare uno studio su entrambi i sessi, ad es. come parte di uno studio di tossicitd a dose ripetuta.
Nel caso si effettuino prove su entrambi i sessi potrebbe essere adeguato ricorrere al metodo fattoriale. Nell'ap-
pendice 2 figurano precisazioni sulle modalita di analisi dei dati in base a tale metodo.
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All'inizio dello studio, la dimensione stabilita del gruppo deve consentire di disporre, in ogni gruppo, di almeno 5
animali analizzabili dello stesso sesso, o di ogni sesso se sono usati entrambi. Se l'esposizione umana a sostanze
chimiche ¢& specifica per un sesso, ad esempio nel caso di alcuni prodotti farmaceutici, il test deve essere eseguito
su animali di tale sesso. A titolo di orientamento sul numero massimo di animali tipicamente necessario, uno
studio sul midollo osseo con due momenti di campionamento, con tre gruppi di trattamento e un gruppo di
controllo negativo parallelo, pitt un gruppo di controllo positivo (ogni gruppo composto da cinque animali dello
stesso sesso), richiederebbe 45 animali.

Livelli di dose

Se viene effettuato uno studio preliminare di range-finding poiché non sono gia disponibili dati appropriati per
orientare la scelta delle dosi, tale studio deve essere svolto nello stesso laboratorio, usando specie, ceppi, sesso e un
regime di trattamento identici a quelli che saranno utilizzati nello studio principale (10). Lo studio preliminare
serve a individuare la dose massima tollerata (MTD), definita come la dose piu alta che sara tollerata per la durata
della prova senza che appaia una tossicita che limita lo studio (inducendo ad esempio un calo del peso corporeo
o citotossicita del sistema emopoietico, ma che non provoca morte o segni di dolore, sofferenza o stress che
rendano necessaria una soppressione incruenta (11)).

La dose massima puo essere definita anche come la dose che produce qualche segno di tossicita nel midollo osseo.

Le sostanze chimiche che comportano saturazione delle caratteristiche tossicocinetiche o che inducono processi di
detossificazione che possono portare a una diminuzione dell’esposizione dopo un trattamento a lungo termine
possono essere considerate eccezioni rispetto ai criteri di definizione della dose e vanno valutate caso per caso.

Per ottenere informazioni sulla relazione dose-risposta, uno studio completo deve includere un gruppo di controllo
negativo e almeno tre livelli di dose, generalmente separati da un fattore 2, ma non pitt di 4. Se la sostanza chimica
in esame non provoca alcuna tossicita nellambito di un test di range-finding o secondo quanto emerge dai dati
esistenti, la dose massima per una singola somministrazione deve essere di 2 000 mg/kg di peso corporeo. Se la
sostanza chimica in esame provoca invece tossicita, la MTD deve corrispondere alla dose piti elevata somministrata,
e i livelli di dose utilizzati devono essere compresi in un intervallo che va dalla tossicita massima a una tossicita
modica o assente. Quando una tossicita del tessuto bersaglio (midollo osseo) ¢ osservata a tutti i livelli di dose di
prova, & consigliabile un ulteriore studio con dosi non tossiche. Gli studi volti a descrivere pitt pienamente le
informazioni quantitative sulla relazione dose-risposta possono richiedere gruppi di trattamento supplementari. Per
certi tipi di sostanze chimiche in esame (ad es. medicinali per uso umano) per le quali valgono specifici requisiti,
i limiti possono variare.

Prova limite

Se gli esperimenti per determinare gli intervalli di dose o i dati disponibili relativi ai ceppi di animali affini indicano
che un trattamento uguale o superiore alla dose limite (sotto descritta) non produce effetti tossici osservabili
(comprese nessuna depressione della funzione del midollo osseo o altre manifestazioni di citotossicita del tessuto
bersaglio), e se non si prevede genotossicita sulla base degli studi di genotossicita in vitro o dei dati relativi alle
sostanze chimiche strutturalmente affini, uno studio completo con tre livelli di dose pud non essere considerato
necessario, purché sia stato dimostrato che la sostanza o le sostanze chimiche in esame raggiungono il tessuto
bersaglio (midollo osseo). In tali casi puo essere sufficiente un solo livello di dose, corrispondente alla dose limite.
Per un periodo di somministrazione di >14 giorni, la dose limite ¢ 1 000 mg/kg di peso corporeo al giorno. Per
periodi di somministrazione di 14 giorni o meno, la dose limite & 2 000 mg/kg/ di peso corporeo al giorno.
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Somministrazione delle dosi

Nella concezione di un saggio va considerata la via d’esposizione umana prevista. Pertanto possono essere scelti, se
giustificati, vie di somministrazione quali l'alimentazione, l'acqua potabile, la via sottocutanea locale, la via
endovenosa, la via orale (sonda gastrica), inalatoria, intratracheale, o 'impianto. In ogni caso, deve essere scelta la
via che garantisce un’adeguata esposizione del o dei tessuti bersaglio. L'iniezione intraperitoneale non &
generalmente raccomandata in quanto non si tratta di una via di esposizione umana prevista, e va utilizzata solo
con una specifica giustificazione scientifica. Se la sostanza chimica in esame ¢ miscelata nell'alimentazione
o nell'acqua occorre fare attenzione, specialmente nei casi di dosaggio singolo, che il lasso di tempo fra
l'assunzione del cibo e dell'acqua e il campionamento sia sufficiente per consentire l'individuazione degli effetti (cfr.
i paragrafi 33-34). Il volume massimo di liquido somministrabile in un’unica volta con sonda gastrica o con
iniezione dipende dalle dimensioni dell'animale da laboratorio. Esso non deve generalmente essere superiore
a 1 ml/100 g di peso corporeo, tranne nel caso delle soluzioni acquose che possono essere somministrate in
quantita pari a massimo 2 ml/100 g di peso corporeo. L'uso di volumi maggiori deve essere giustificato. Salvo nel
caso di sostanze chimiche irritanti o corrosive, i cui effetti di norma tendono a esacerbarsi con 'aumentare della
concentrazione, la variabilita del volume somministrato deve essere ridotta al minimo adeguando la concen-
trazione, in modo da garantire la somministrazione di un volume costante in relazione al peso corporeo per tutti
i livelli di dose.

Programma di trattamento

Le sostanze chimiche in esame sono di norma somministrate in un’unica presa, ma possono essere somministrate
anche in prese frazionate (due prese nello stesso giorno, a distanza di qualche ora al massimo) per agevolare la
somministrazione di un grosso volume. In queste situazioni, o in caso di somministrazione della sostanza chimica
in esame per inalazione, il momento del campionamento deve essere programmato in base al momento di
somministrazione dell'ultima dose o della fine dell'esposizione.

Vi sono pochi dati disponibili sull'idoneita di un protocollo a dosi ripetute per questa prova. Tuttavia, qualora sia
auspicabile integrare la prova in questione con un test di tossicita a dosi ripetute, occorre fare attenzione a evitare
la perdita delle cellule mitotiche che presentano danni cromosomici, fenomeno che puo verificarsi con le dosi
tossiche. Una tale integrazione € accettabile quando la dose massima ¢ superiore o pari alla dose limite (cfr. il
paragrafo 29), e la dose limite ¢ somministrata a un gruppo di trattamento per tutta la durata del trattamento. Il
test del micronucleo (metodo di prova B.12) va considerato come il test in vivo prescritto per le aberrazioni
cromosomiche quando ¢ auspicata un’integrazione con altri studi.

I campioni di midollo osseo devono essere prelevati in due momenti diversi dopo i singoli trattamenti. Per
i roditori, il primo intervallo di campionamento deve corrispondere al tempo necessario per completare una volta e
mezza la durata del ciclo cellulare normale (che & generalmente di 12-18 ore dopo il periodo del trattamento).
Poiché il tempo necessario affinché la sostanza o le sostanze chimiche in esame siano assorbite e metabolizzate e
producano effetti sulla cinetica del ciclo cellulare puo influire sul momento ottimale per l'individuazione delle
aberrazioni cromosomiche, si raccomanda di prelevare un altro campione 24 ore dopo. Al momento del primo
campionamento, tutti i gruppi di trattamento devono essere trattati e i campioni per l'analisi prelevati, mentre al
momento del o dei campionamenti successivi deve essere somministrata solo la dose massima. Se il protocollo di
trattamento ¢ pitt lungo di un giorno in base a una giustificazione scientifica, si deve procedere ad un unico
campionamento una volta trascorso un periodo equivalente fino a circa una volta e mezza la durata normale del
ciclo cellulare dopo l'ultima somministrazione.

Dopo il trattamento e prima della raccolta dei campioni, agli animali viene iniettata per via intraperitoneale
un’adeguata dose di un agente inibitore della metafase (ad es. colcemid o colchicina), e i campioni sono prelevati
successivamente a un intervallo appropriato. Per i topi questo intervallo ¢ di circa 3-5 ore prima della raccolta, e
per i ratti € di 2-5 ore. Le cellule sono prelevate dal midollo osseo, sono ingrandite, fissate e colorate, e analizzate
ai fini dell'individuazione di aberrazioni cromosomiche (12).
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Osservazioni

Gli animali da laboratorio devono essere oggetto di osservazioni cliniche generali e i segni clinici devono essere
registrati almeno una volta al giorno, preferibilmente alla stessa o alle stesse ore e tenendo conto del periodo di
massima intensita degli effetti previsti dopo la somministrazione. Almeno due volte al giorno, durante il periodo di
somministrazione, tutti gli animali vengono esaminati al fine di determinare la morbilita e la mortalita. Tutti gli
animali devono essere pesati all'inizio dello studio, almeno una volta alla settimana nel corso degli studi a dosi
ripetute, e al momento della soppressione incruenta. Negli studi la cui durata ¢ di almeno una settimana, la
misurazione del consumo di cibo va eseguita almeno con cadenza settimanale. Se la sostanza in esame viene
somministrata con l'acqua, il consumo di acqua va misurato ad ogni cambio dell'acqua e almeno una volta alla
settimana. Gli animali che manifestano segni di eccessiva, ma non letale, tossicita vanno soppressi in modo
incruento prima della fine del periodo di saggio (11).

Esposizione del tessuto bersaglio

Ove cio sia giustificato e non esistano altri dati sull'esposizione (cfr. il paragrafo 44), al o ai momenti idonei va
prelevato un campione di sangue per esaminare i livelli delle sostanze chimiche in esame nel plasma, allo scopo di
dimostrare l'avvenuta esposizione del midollo osseo.

Midollo osseo e preparazioni cromosomiche

Immediatamente dopo la soppressione incruenta, dai femori e dalle tibie degli animali vengono prelevate le cellule
del midollo osseo, che vengono esposte a una soluzione ipotonica e fissate. Le cellule in metafase vengono poi
poste sui vetrini e colorate secondo metodi prestabiliti (cfr. (3) (12)).

Analisi

Tutti i vetrini, compresi quelli dei controlli positivi e negativi, devono essere codificati indipendentemente prima
dell’analisi, e devono essere randomizzati in modo che I'analista non conosca le condizioni del trattamento.

Come misura della citotossicita deve essere determinato il coefficiente mitotico in almeno 1 000 cellule per
animale, in tutti gli animali trattati (compresi i controlli positivi), e nei controlli negativi non trattati o con
somministrazione della sostanza chimica in esame in solvente/mezzo disperdente.

Per individuare le aberrazioni cromosomiche strutturali, inclusi ed esclusi i gap, devono essere analizzate almeno
200 metafasi per ogni animale (6). Tuttavia, se la banca dati dei controlli negativi storici indica che la frequenza di
fondo media delle aberrazioni cromosomiche strutturali nel laboratorio di prova ¢ <1 %, occorre prendere in
considerazione I'opportunita di esaminare cellule supplementari. Le aberrazioni di tipo cromatidico e cromosomico
devono essere registrate separatamente e classificate in sottotipi (rotture, scambi). Le procedure in uso nel
laboratorio devono garantire che l'analisi delle aberrazioni cromosomiche sia effettuata da analisti qualificati e, se
appropriato, che sia oggetto di una revisione inter pares. Poiché le procedure di preparazione dei vetrini causano
spesso la rottura di una parte delle cellule in metafase, con perdita di cromosomi, le cellule conteggiate devono
quindi contenere un numero di centromeri non inferiore a 2n+2, dove n ¢ il numero aploide di cromosomi per
quella specie.
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DATI E RELAZIONE

Trattamento dei risultati

I dati relativi a ciascun animale vanno presentati sotto forma di tabella. Per ogni animale devono essere indicati
l'indice mitotico, il numero di cellule in metafase conteggiate, il numero di aberrazioni per ogni cellula in metafase
e la percentuale di cellule con aberrazioni cromosomiche strutturali. Devono essere elencati i diversi tipi di
aberrazioni cromosomiche strutturali, con il relativo numero e la frequenza per i gruppi trattati e i gruppi di
controllo. I gap, cosi come le cellule poliploidi e le cellule con cromosomi endoriduplicati sono registrati separa-
tamente. La frequenza dei gap viene indicata nella relazione, ma non viene generalmente inclusa nell'analisi della
frequenza totale delle aberrazioni strutturali. Se non c’¢ un'evidente differenza di risposta tra i sessi, i dati possono
essere combinati nell'analisi statistica. Nella relazione devono anche figurare i dati riguardanti la tossicita animale e
i segni clinici.

Criteri di accettabilita
L'accettabilita delle prove si basa sui seguenti criteri:

a) laggiunta dei dati sui controlli negativi paralleli alla banca dati di controlli storici del laboratorio ¢ ritenuta
accettabile (cfr. i paragrafi 11-14);

b) i controlli positivi paralleli o i controlli ai fini del conteggio devono indurre risposte compatibili con quelle
ottenute dalle banche dati dei controlli positivi storici e devono produrre un aumento statisticamente signifi-
cativo rispetto al controllo negativo (cfr. i paragrafi 20-21);

c) ¢ stato analizzato il numero adeguato di dosi e cellule;

d) i criteri per la scelta della dose massima sono coerenti con quelli descritti ai paragrafi 25-28.

Valutazione e interpretazione dei risultati

A condizione che siano soddisfatti tutti i criteri di accettabilita, la sostanza chimica in esame ¢ ritenuta chiaramente
positiva se:

a) almeno uno dei gruppi di trattamento manifesta un aumento statisticamente significativo della frequenza delle
cellule con aberrazioni cromosomiche strutturali (gap esclusi) rispetto al controllo negativo parallelo;

b) una valutazione con un test di tendenza adeguato mostra che tale aumento & correlato alla dose almeno per
uno dei momenti del campionamento, e

¢) uno o piu risultati si situano al di fuori della distribuzione dei dati di controllo negativi storici (ad es. limiti del
controllo al 95 % in base alla distribuzione di Poisson)

Se in un particolare momento del campionamento viene esaminata solo la dose massima, la sostanza chimica in
esame ¢ ritenuta chiaramente positiva se vi ¢ un aumento statisticamente significativo rispetto al controllo negativo
parallelo, e i risultati sono al di fuori della distribuzione dei dati di controllo negativi storici (ad es. limiti del
controllo al 95 % in base alla distribuzione di Poisson). Raccomandazioni relative agli appropriati metodi statistici
figurano nella letteratura (13). Quando si effettua un’analisi della relazione dose-risposta, devono essere analizzati
almeno tre gruppi di trattamento. Nei test statistici I'unita sperimentale deve essere I'animale. L'ottenimento di
risultati positivi nella prova di aberrazione cromosomica indica che la sostanza chimica in esame induce
aberrazioni cromosomiche strutturali nel midollo osseo della specie esaminata.

A condizione che siano soddisfatti tutti i criteri di accettabilita, la sostanza chimica in esame ¢ ritenuta chiaramente
negativa se in tutte le condizioni sperimentali esaminate:

a) nessuno dei gruppi di trattamento manifesta un aumento statisticamente significativo della frequenza delle
cellule con aberrazioni cromosomiche strutturali (gap esclusi) rispetto al controllo negativo parallelo;
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b) una valutazione con un test di tendenza adeguato mostra che in nessuno dei momenti del campionamento vi ¢
un aumento correlato alla dose,

c) tutti i risultati si situano entro la distribuzione dei dati di controllo negativi storici (ad es. limiti del controllo al
95 % in base alla distribuzione di Poisson), e

d) Tesposizione del midollo osseo alla sostanza chimica in esame ¢ effettivamente avvenuta.

Raccomandazioni relative ai metodi statistici pit appropriati figurano nella letteratura (13). L'esposizione del
midollo osseo alla sostanza chimica in esame puo essere dimostrata, ad esempio, da un calo dell'indice mitotico,
o dalla misurazione del livello delle sostanze in esame nel plasma o nel sangue In caso di somministrazione per via
endovenosa, la prova dell'esposizione non ¢ necessaria. In alternativa, l'esposizione del midollo osseo puo essere
dimostrata ricorrendo ai dati ADME, ottenuti nellambito di uno studio indipendente usando la stessa via di
somministrazione e le stesse specie. L'ottenimento di risultati negativi indica che, nelle condizioni di prova, la
sostanza chimica in esame non induce aberrazioni cromosomiche strutturali nel midollo osseo delle specie
esaminate.

Non ¢ necessario verificare una risposta chiaramente positiva o chiaramente negativa.

Nei casi in cui la risposta non sia chiaramente negativa né chiaramente positiva, per poter stabilire la rilevanza
biologica di un risultato (ad es. un aumento debole o marginale), i dati devono venire sottoposti al giudizio di
esperti efo a indagini pilt approfondite sugli esperimenti portati a termine. In alcuni casi puo essere utile analizzare
pitt cellule o ripetere 'esperienza in condizioni sperimentali modificate.

In rari casi, anche dopo ulteriori indagini, i dati non permetteranno di concludere se la sostanza chimica in esame
produce risultati positivi o negativi, e lo studio dovra pertanto essere dichiarato ambiguo.

La frequenza delle metafasi poliploidi e delle metafasi con endoriduplicazione, rispetto al numero totale delle
metafasi, va registrata separatamente. Un aumento del numero di cellule poliploidi/endoriduplicate pud indicare
che la sostanza chimica in esame ¢ in grado di inibire il processo mitotico o il ciclo cellulare (cfr. il paragrafo 3).

Relazione sulla prova

La relazione sulla prova deve comprendere le informazioni seguenti:

Sintesi

Sostanza chimica in esame:

— origine, numero di lotto e data di scadenza, se disponibile;

— stabilita della sostanza chimica in esame, se nota.

Sostanza monocomponente:

— natura fisica, idrosolubilita, e altre proprieta fisico-chimiche rilevanti;

— identificazione chimica: nome IUPAC o CAS, numero CAS, codice SMILES o InChl, formula di struttura,
purezza, identita chimica delle impurita, se del caso e realizzabile in pratica, ecc.

Sostanza multicomponente, sostanze UVCB e miscele:

— caratterizzate, nella misura del possibile, tramite I'identita chimica (cfr. supra), le proporzioni quantitative e le
proprieta fisico-chimiche rilevanti dei componenti.
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Preparazione della sostanza chimica in esame:

— motivazione della scelta del mezzo disperdente;

— solubilita e stabilita della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente, se note;

— preparazione dei preparati per somministrazione via alimentare, con l'acqua da bere e per inalazione;

— determinazione analitica dei preparati (ad esempio, stabilita, omogeneita, concentrazioni nominali), se
effettuata.

Animali da laboratorio:

— specie/ceppi usati e giustificazione dell'utilizzo;
— numero, etd e sesso degli animali;

— origine, condizioni di stabulazione, dieta, ecc;
— metodo di identificazione univoca degli animali;

— per gli studi a breve termine: peso dei singoli animali all'inizio e alla fine del saggio; per gli studi di durata
superiore a una settimana: peso individuale durante lo studio e consumo di cibo. Devono essere inclusi
l'intervallo, la media e la deviazione standard per ciascun gruppo.

Condizioni di prova:

— controlli positivi e negativi (mezzo disperdente/solvente);

— dati del test di range-finding, se effettuato;

— criteri di selezione delle dosi;

— dettagli della preparazione della sostanza chimica in esame;

— modalita precise di somministrazione della sostanza chimica in esame;
— criteri di scelta della via e della durata della somministrazione;

— metodi usati per verificare che la sostanza o le sostanze in esame siano entrate in circolo o abbiano raggiunto il
midollo osseo;

— dose effettiva (mgfkg di peso corporeo/giorno) calcolata in funzione della concentrazione (ppm) della sostanza
chimica in esame contenuta nella dietajacqua da bere e del consumo, se del caso;

— dettagli sulla qualita del cibo e dell'acqua;

— metodo di soppressione incruenta;

— metodo di analgesia (se usato);

— descrizione dettagliata dello schema di trattamento e di campionamento e giustificazione delle scelte;
— metodi di preparazione dei vetrini;

— metodi di misurazione della tossicita;

— natura del prodotto chimico inibitore della metafase, concentrazione, dosaggio e tempi di somministrazione
prima del campionamento;

— procedure di isolamento e conservazione dei campioni;

— criteri di conteggio delle aberrazioni;
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— numero di cellule in metafase esaminate per ogni animale e numero di cellule esaminate ai fini della determi-
nazione dell'indice mitotico;

— criteri di accettabilita dello studio;

— criteri in base ai quali considerare lo studio positivo, negativo, o senza risultati.

Risultati:

— condizioni dell'animale prima e durante il periodo di saggio, compresi i segni di tossicita;

— indice mitotico, indicato separatamente per ciascun animale;

— tipo e numero di aberrazioni e di cellule aberranti, indicati separatamente per ciascun animale;
— numero totale delle aberrazioni per gruppo, con medie e deviazioni standard;

— numero di cellule che presentano aberrazioni per gruppo, con medie e deviazioni standard;
— eventuali cambiamenti di ploidia, comprese le frequenze delle cellule poliploidi efo delle cellule endoriduplicate;
— relazione dose-risposta, ove possibile;

— analisi e metodo statistico applicati;

— dati comprovanti I'avvenuta esposizione del midollo osseo;

— dati dei controlli negativi e positivi paralleli con intervalli, medie e deviazioni standard;

— dati sui controlli negativi e positivi storici con intervalli, medie e deviazioni standard, e limiti del controllo al
95 % per la distribuzione, cosi come il periodo di tempo interessato e il numero di osservazioni;

— criteri stabiliti ai fini di una risposta positiva o negativa.
Discussione dei risultati.
Conclusioni.

Riferimenti.
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Appendice 1

DEFINIZIONI

Aneuploidia: qualsiasi deviazione dal normale numero diploide (o aploide) di cromosomi da parte di uno o piit
cromosomi, ma non dai multipli delle intere serie di cromosomi (cfr. poliploidia).

Centromero: regionefi di un cromosoma sede di attacco del fuso durante la divisione cellulare, che permette il
corretto movimento dei cromosomi figli verso i poli delle cellule figlie.

Sostanza chimica: una sostanza o una miscela.

Aberrazione di tipo cromatidico: alterazione cromosomica strutturale che si manifesta nella rottura di un
singolo cromatidio o nella rottura e ricongiunzione di cromatidi.

Aberrazione di tipo cromosomico: alterazione cromosomica strutturale che si manifesta nella rottura, o nella
rottura e ricongiunzione, di entrambi i cromatidi in uno stesso punto.

Endoriduplicazione: processo nel quale, dopo una fase S di replicazione del DNA, il nucleo non inizia la mitosi
ma inizia una nuova fase S. Ne risultano cromosomi con 4, 8, 16,... cromatidi.

Gap: regione non colorata (lesione acromatica) di un singolo cromatidio in cui vi ¢ un disallineamento minimo del
cromatidio.

Indice mitotico: rapporto fra il numero di cellule in mitosi e il numero totale di cellule in una popolazione, che
indica lo stato di proliferazione di tale popolazione di cellule.

Aberrazione numerica: variazione del numero di cromosomi rispetto al numero diploide caratteristico della
specie (aneuploidia).

Poliploidia: aberrazioni numeriche dei cromosomi che interessa lintero corredo cromosomico di cellule
o organismi, a differenza dallaneuploidia, che invece interessa un solo cromosoma o pilt cromosomi, ma non
Iintero corredo.

Aberrazione cromosomica strutturale: alterazione della struttura cromosomica visibile allesame microscopico
dello stadio di metafase, che si presenta con delezioni, perdita di segmenti, riordinamenti intercromosomici e
intracromosomici.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata seguendo il presente metodo di prova.
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Appendice 2

METODO FATTORIALE PER INDIVIDUARE LE DIFFERENZE FRA I SESSI NEL SAGGIO IN VIVO SULLE
ABERRAZIONI CROMOSOMICHE

Metodo fattoriale e analisi

Questo modello prevede di esporre 5 maschi e 5 femmine a ciascuna concentrazione sperimentale e comporta
pertanto l'utilizzo di un minimo di 40 animali (20 maschi e 20 femmine pitt i relativi controlli positivi).

Il modello qui presentato — una delle forme semplici del modello fattoriale — ¢ equivalente a un'analisi della
varianza a due fattori, in cui il sesso e il livello delle concentrazioni costituiscono i fattori principali. I dati possono
essere analizzati utilizzando diversi programmi statistici standard, quali SPSS, SAS, STATA, Genstat o il programma
R.

A partire dall'insieme dei dati si determina la variabilita tra i sessi e le concentrazioni, nonché la variabilita relativa
alle interazioni tra sessi e concentrazioni. Ciascuno di questi aspetti ¢ quindi valutato in rapporto alla stima della
variabilita tra gli animali ripartiti nei gruppi di animali dello stesso sesso esposti alle stesse concentrazioni.
Maggiori informazioni su questa metodologia sono reperibili in diversi manuali standard di statistica (cfr.
bibliografia), nonché nelle schede “di aiuto” fornite con i programmi statistici.

In seguito viene esaminata l'interazione sesso x concentrazione in una tabella ANOVA (). In assenza di un termine
di interazione significativo la combinazione dei valori inter-sessi o inter-livelli di concentrazione consente di
effettuare test statistici validi tra i livelli, basandosi sul termine di variabilita intra-gruppo combinata di ’ANOVA.

L'analisi prosegue suddividendo la variabilita stimata tra le concentrazioni in modo da ottenere contrasti che
permettano di stabilire contrasti lineari e quadratici delle risposte per linsieme dei livelli di concentrazione.
Quando si riscontra un'interazione significativa sesso x concentrazione, questo termine puo essere a sua volta in
ripartito in contrasti di interazione lineare x sesso e quadratica x sesso. In questo modo si puo verificare se le
risposte alle concentrazioni sono parallele per i due sessi o se vi ¢ una differenza riconducibile al sesso.

La stima della variabilita intra-gruppo combinata puo essere utilizzata per verificare lo scarto tra le medie, confron-
tandole due a due. I confronti possono essere effettuati tra le medie per i due sessi e tra le medie dei diversi livelli
delle concentrazioni (come, ad esempio, confronti tra i livelli dei controlli negativi). Nei casi in cui si registra
ur'interazione significativa i confronti possono essere effettuati tra le medie di concentrazioni diverse per lo stesso
sesso o tra le medie dei due sessi a parita di concentrazione.

Riferimenti

Numerosi manuali di statistica esaminano la teoria, la concezione, la metodologia, I'analisi e l'interpretazione dei
modelli fattoriali, dall'analisi piti semplice, a due fattori, alle forme piti complesse utilizzate per la metodologia
Design of Experiment. Di seguito ne & riportato un elenco non completo. Alcuni manuali forniscono esempi di
modelli comparabili e, in alcuni casi, forniscono un codice che permette di effettuare l'analisi utilizzando diversi
programmi.

Box, G.E.P, Hunter, W.G. and Hunter, J.S. (1978). Statistics for Experimenters. An Introduction to Design, Data
Analysis, and Model Building. New York: John Wiley & Sons.

Box G.E.P. & Draper, N.R. (1987). Empirical model-building and response surfaces. John Wiley & Sons Inc.

Doncaster, C.P. & Davey, AJ.H. (2007). Analysis of Variance and Covariance: How to Choose and Construct Models
for the Life Sciences. Cambridge University Press.

Mead, R. (1990). The Design of Experiments. Statistical principles for practical application. Cambridge University
Press.

() Glistatistici che applicano una metodologia di modellizzazione quale I'utilizzo dei modelli lineari generalizzati (GLM) possono effettuare
l'analisi in modo diverso ma comparabile, senza tuttavia ricavare necessariamente la tradizionale tabella ANOVA che risale a concetti
algoritmici del calcolo statistico elaborati in epoca preinformatica.
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Montgomery D.C. (1997). Design and Analysis of Experiments. John Wiley & Sons Inc.
Winer, B.J. (1971). Statistical Principles in Experimental Design. McGraw Hill.

Wu, C.EJ & Hamada, M.S. (2009). Experiments: Planning, Analysis and Optimization. John Wiley & Sons Inc.»

(5) Nella parte B, il capitolo B.12 ¢ sostituito dal seguente:

«B.12 Prova sui micronuclei negli eritrociti di mammifero

INTRODUZIONE

Il presente metodo di prova ¢ equivalente alle linee guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 474
(2016), e fa parte di una serie di metodi di prova di tossicologia genetica. E stato elaborato un documento OCSE
contenente informazioni succinte sulle prove di tossicologia genetica e un compendio delle modifiche recentemente
apportate alla rispettiva linea guida (1).

La prova in vivo sui micronuclei dei mammiferi ¢ particolarmente rilevante per valutare la genotossicita. Difatti,
benché possano variare a seconda delle specie, i fattori del metabolismo in vivo, gli aspetti farmacocinetici e
i processi di riparazione del DNA sono attivi e contribuiscono alle reazioni. La prova in vivo ¢ inoltre utile per
studiare pitt approfonditamente la genotossicita rilevata tramite un sistema in vitro.

La prova in vivo sui micronuclei dei mammiferi ¢ utilizzato per individuare i danni indotti dalla sostanza chimica
in esame sui cromosomi o sull'apparato mitotico degli eritoblasti. Esso valuta la formazione di micronuclei in
eritrociti provenienti dal midollo osseo o dalle cellule del sangue periferico di animali, di norma roditori.

Lo scopo della prova sui micronuclei ¢ individuare le sostanze chimiche che provocano danni citogenetici, che si
manifestano nella formazione di micronuclei contenenti frammenti residui di cromosomi o cromosomi interi.

Quando da un eritroblasto del midollo osseo si sviluppa un eritrocita immaturo (designato a volte anche come
eritrocita policromatico o reticolocito), il nucleo principale viene espulso; i micronuclei formatisi possono rimanere
nel citoplasma. In queste cellule la visualizzazione o il rilevamento dei micronuclei sono facilitati poiché manca il
nucleo principale. L'aumento della frequenza di eritrociti immaturi contenenti micronuclei negli animali trattati ¢
un'indicazione di aberrazioni cromosomiche strutturali o numeriche indotte.

Gli eritrociti contenenti micronuclei di nuova formazione sono individuati e quantificati mediante colorazione,
seguita 0 da un conteggio visivo al microscopio, o da un’analisi automatizzata. Il conteggio di un numero
sufficiente di eritrociti immaturi nel sangue periferico o nel midollo osseo degli animali adulti ¢ grandemente
facilitato dalluso di una piattaforma di calcolo automatizzata. Tali piattaforme sono alternative accettabili alla
valutazione manuale (2). Studi comparativi hanno mostrato che tali metodi, usando standard di calibrazione
adeguati, possono consentire riproducibilita inter- e intra-laboratorio e sensibilita migliore di quella consentita dal
conteggio manuale al microscopio (3) (4). I sistemi automatizzati che possono misurare la frequenza degli eritrociti
contenenti micronuclei includono (ma non sono limitati a questi): citometri a flusso (5), piattaforme di analisi delle
immagini (6) (7), e citometri a scansione laser (8).

Benché generalmente non rientri nella prova, i frammenti di cromosomi possono essere distinti dai cromosomi
interi in base a una serie di criteri. Questi includono la presenza o l'assenza del cinetocore, o del centromero,
entrambi caratteristici dei cromosomi intatti. L’assenza del cinetocore, o del centromero, indica che il micronucleo
contiene solo frammenti di cromosomi, mentre la presenza ¢ indicativa di una perdita cromosomica.

Le definizioni della terminologia usata figurano nell Appendice 1.
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CONSIDERAZIONI INIZIALI

In questo saggio il tessuto bersaglio delle lesioni genetiche ¢ il midollo osseo di roditori adulti giovani. In questo
tessuto sono difatti prodotti gli eritrociti. La misurazione dei micronuclei negli eritrociti immaturi del sangue
periferico puo essere effettuata in altre specie di mammiferi per i quali ¢ stata dimostrata una sensibilita sufficiente
per lindividuazione di sostanze chimiche che provocano aberrazioni cromosomiche strutturali o numeriche in
queste cellule (tramite induzione di micronuclei negli eritrociti immaturi), e a condizione che cio sia giustificato sul
piano scientifico. L'endpoint ¢ la frequenza degli eritrociti immaturi micronucleati. La frequenza degli eritrociti
maturi contenenti micronuclei nel sangue periferico pud anch’essa essere utilizzata come endpoint nelle specie che
non presentano una forte selezione splenica contro le cellule contenenti micronuclei e quando gli animali sono
trattati continuativamente per un periodo superiore alla durata di vita di un eritrocita nella specie utilizzata (ad es.,
nel topo, 4 settimane o pit).

Se ¢ comprovato che la sostanza o le sostanze chimiche in esame, o i loro metaboliti, non raggiungono il tessuto
bersaglio, pud non essere opportuno utilizzare questa prova.

Prima dell'uso del metodo di prova su una miscela, per la generazione di dati per un determinato scopo normativo,
occorre esaminare se, e in caso affermativo perché, puo fornire risultati adeguati a tale scopo. Tali considerazioni
non sono necessarie in presenza di un obbligo normativo di prova sulla miscela.

PRINCIPIO DELLA PROVA

Gli animali sono esposti alla sostanza chimica in esame attraverso un’adeguata via d’esposizione. Se si utilizza il
midollo osseo, al momento | ai momenti opportuni, dopo il trattamento, gli animali sono soppressi in modo
incruento. Il midollo osseo viene estratto, e si procede alle preparazioni e alle colorazioni (9) (10) (11) (12) (13)
(14) (15). Quando si utilizza il sangue periferico, il sangue viene raccolto al momento | ai momenti opportuni
dopo il trattamento e si procede alle preparazioni e alle colorazioni (12) (16) (17) (18). In caso di somministrazione
acuta del trattamento, ¢ importante effettuare il prelievo del midollo osseo o del sangue in un momento in cui
l'induzione di eritrociti immaturi micronucleati dovuta al trattamento possa essere individuata. In caso di prelievo
di sangue periferico, perché tali elementi appaiano nella circolazione sanguigna deve essere trascorso un lasso di
tempo sufficiente. Le preparazioni sono analizzate ai fini dellindividuazione dei micronuclei, tramite visualiz-
zazione con microscopio, analisi delle immagini, citometri a flusso, oppure citometria a scansione laser.

VERIFICA DELLA COMPETENZA DEL LABORATORIO

Prove di competenza

Per accertare che il laboratorio possieda un’esperienza sufficiente nella conduzione del saggio prima di utilizzarlo
nelle prove di routine, il laboratorio deve dimostrare la capacitd di riprodurre i risultati attesi dai dati pubblicati
(17) (19) (20) (21) (22) riguardanti le frequenze dei micronuclei, con un minimo di due sostanze per i controlli
positivi (incluse le risposte deboli indotte da dosi basse di sostanze per i controlli positivi), come quelle elencate
nella tabella 1, e con controlli su mezzi disperdentifsolventi compatibili (cfr. il paragrafo 26). Le dosi utilizzate nel
corso di tali sperimentazioni devono produrre aumenti riproducibili e collegati alle dosi somministrate, e devono
dimostrare la sensibilita e l'intervallo dinamico del sistema di analisi sul tessuto in questione (il midollo osseo o il
sangue periferico). Il metodo di conteggio deve essere quello che sara usato dal laboratorio. Questo requisito non si
applica ai laboratori con esperienza, che dispongono cio¢ di una base di dati storica quale definita ai paragrafi 14-
18.

Dati di controllo storici
Nell'ambito delle prove di competenza il laboratorio deve stabilire:
— gamma e distribuzione dei controlli positivi storici, e

— gamma e distribuzione dei controlli negativi storici.
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All'acquisizione dei primi dati di distribuzione dei controlli negativi storici, ¢ necessario che i controlli negativi
paralleli siano coerenti con i dati di controllo pubblicati, se esistenti. Con 'aumento dei dati sperimentali aggiunti
alla distribuzione dei controlli storici, i controlli negativi paralleli dovrebbero idealmente situarsi entro i limiti di
tale controllo al 95 % di tale distribuzione. La banca dati dei controlli negativi storici del laboratorio deve essere
solida sotto il profilo statistico per garantire la capacita del laboratorio di valutare la distribuzione dei suoi dati di
controllo negativi. La letteratura suggerisce che possa essere necessario un minimo di 10 esperimenti, ma che
sarebbe preferibile contarne almeno 20, svolti in analoghe condizioni sperimentali. I laboratori devono utilizzare
metodi di controllo della qualita, quali diagrammi di controllo (ad esempio carte C o carte X medio (23)), per
rivelare la variabilita dei loro dati e dimostrare che la metodologia ¢ “sotto controllo” nel laboratorio. Ulteriori
raccomandazioni su come sviluppare e utilizzare i dati storici (cio¢ i criteri per I'inclusione e I'esclusione di dati
nelle serie storiche e i criteri di accettabilita per un determinato esperimento) sono reperibili nella letteratura
scientifica (24).

Se nell'ambito delle prove di competenza (descritte al paragrafo 13) il laboratorio non porta a termine un numero
sufficiente di esperimenti per stabilire una distribuzione dei controlli negativi statisticamente solida (cfr. il paragrafo
15), si puo accettare che la distribuzione sia definita durante i primi test di routine. Questo approccio deve seguire
le raccomandazioni formulate nella letteratura (24), e i risultati dei controlli negativi ottenuti in questi esperimenti
devono essere coerenti con i dati di controllo negativi pubblicati.

Eventuali modifiche apportate al protocollo sperimentale devono essere considerate in base alle loro ripercussioni
sulla coerenza fra i nuovi dati e le esistenti banche dati di controlli storici del laboratorio. Solo le incongruenze
significative dovrebbero portare alla creazione di una nuova banca dati di controlli storici, se il parere di un esperto
stabilisce che vi € una differenza rispetto alla distribuzione precedente (cfr. il paragrafo 15). Durante la costituzione
di questa nuova banca dati, il laboratorio non ha necessariamente bisogno di una banca dati completa di controlli
negativi per permettere lo svolgimento di una prova, a condizione che esso possa dimostrare che i valori dei
controlli negativi paralleli rimangano coerenti con la precedente banca dati o con i dati corrispondenti pubblicati.

[ dati sui controlli negativi devono riguardare l'incidenza degli eritrociti immaturi micronucleati in ogni animale.
I controlli negativi paralleli dovrebbero idealmente situarsi entro i limiti di tale controllo al 95 % della distribuzione
della banca dati dei controlli negativi storici del laboratorio. Qualora i dati dei controlli negativi paralleli non
rientrino nei limiti del controllo al 95 % possono essere accettabili per linserimento nella distribuzione dei
controlli storici purché non siano outlier estremi e sia provato che il sistema di prova ¢ “sotto controllo” (cfr. il
paragrafo 15) e che non si sono verificati errori tecnici o umani.

DESCRIZIONE DEL METODO

Preparazione

Selezione delle specie animali

Di preferenza sono utilizzati individui adulti, giovani e in buona salute, provenienti da ceppi di animali da
laboratorio. Si puo ricorrere a topi, ratti, o ad altre specie idonee di mammiferi. Quando si utilizza il sangue
periferico, occorre accertare che la rimozione splenica delle cellule micronucleate dalla circolazione non
comprometta lindividuazione dei micronuclei indotti nelle specie selezionate. Questo & stato chiaramente
dimostrato per il sangue periferico del topo e del ratto (2). L'utilizzazione di specie diverse dai ratti e dai topi deve
essere scientificamente giustificata nella relazione. Se si ricorre a specie diverse dai roditori, viene raccomandato di
integrare la misurazione dei micronuclei indotti dalle aberrazioni cromosomiche del midollo osseo in un’altra
prova di tossicita pertinente.



28.4.2017 Gazzetta ufficiale dell'Unione europea L 112/57

Condizioni di stabulazione e alimentazione degli animali

Per i roditori, la temperatura dello stabulario deve essere mantenuta a 22 °C (¢ 3 °C). Idealmente I'umidita relativa
deve essere del 50-60 %. Deve comunque essere come minino del 40 % e non deve preferibilmente superare il
70 %, tranne che nel corso delle pulizie degli ambienti. L'illuminazione deve essere artificiale, con una sequenza di
12 ore di luce e 12 d'oscuritd. Per l'alimentazione, attenersi alle diete convenzionali da laboratorio con una
quantita illimitata di acqua potabile. La scelta della dieta puo essere influenzata dalla necessita di garantire
un’adeguata miscela della sostanza in esame, se somministrata per questa via. Se non ci si aspetta alcun compor-
tamento aggressivo i roditori vanno alloggiati in piccoli gruppi (non pitt di cinque in ogni gabbia) dello stesso sesso
e gruppo di trattamento, preferibilmente in gabbie a fondo pieno con adeguato arricchimento ambientale. Gli
animali possono essere alloggiati individualmente solo se cio ¢ giustificato sotto il profilo scientifico.

Preparazione degli animali

Sono generalmente utilizzati animali adulti, giovani e sani (i roditori hanno idealmente uneta di 6-10 settimane
all'inizio del trattamento, ma sono accettati anche animali di etd un pO pill avanzata), che vengono suddivisi a caso
in gruppi di controllo e di trattamento. I singoli animali sono identificati univocamente applicando un metodo
incruento e il meno possibile invasivo (cio¢ inanellamento, etichettatura, applicazione di un microchip o identifi-
cazione biometrica, evitando il taglio delle orecchie o la falangectomia) e devono essere acclimatati alle condizioni
di laboratorio per almeno 5 giorni. Le gabbie devono essere sistemate in modo da ridurre al minimo eventuali
effetti dovuti alla loro collocazione. Deve essere evitata ogni contaminazione incrociata fra il controllo positivo e la
sostanza chimica in esame. All'inizio dello studio la variazione di peso degli animali deve essere minima e non
superare il £ 20 % del peso medio per ciascun sesso.

Preparazione delle dosi

Le sostanze solide in esame vanno sciolte o poste in sospensione in appropriati solventi o mezzi disperdenti
o mescolate alla dieta o allacqua da bere prima di essere somministrate agli animali. Le sostanze liquide possono
essere somministrate direttamente o diluite prima del trattamento. In caso di esposizione per via inalatoria, le
sostanze possono essere somministrate sotto forma di gas, vapore o aerosol solido o liquido, in funzione delle loro
proprieta fisico-chimiche. Vanno usati preparati freschi della sostanza, a meno che i dati sulla stabilita dimostrino
che la conservazione ¢ accettabile e definiscano le adeguate condizioni di conservazione.

Condizioni sperimentali

Solvente/mezzo disperdente

Il solvente/mezzo disperdente non deve produrre effetti tossici ai livelli di dose usati e non deve poter reagire
chimicamente con la sostanza in esame. L'uso di solventi/mezzi disperdenti poco noti ¢ ammesso solo se suffragato
da dati che ne provino la compatibilita. Si raccomanda di prendere in primo luogo in considerazione, se possibile,
Iuso di un solvente/mezzo disperdente acquoso. Fra gli esempi di solventi/mezzi disperdenti compatibili e
comunemente usati si possono menzionare l'acqua, la soluzione fisiologica, la soluzione di metilcellulosa, la
soluzione di carbossimetilcellulosa sodica, I'olio di oliva e T'olio di mais. In mancanza di dati di controllo storici
o pubblicati che dimostrino che un solvente/mezzo disperdente atipico prescelto non induce micronuclei o altri
effetti nocivi, va effettuato uno studio iniziale per stabilire l'accettabilita del controllo del solvente/mezzo
disperdente.
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Controlli

Controlli positivi

Ogni prova deve generalmente includere un gruppo di animali trattati con una sostanza usata per i controlli
positivi. Questa condizione puo essere eliminata quando il laboratorio di prova ha dimostrato la sua competenza
nello svolgimento della prova e ha stabilito l'intervallo dei controlli positivi storici. Quando manca un gruppo di
controllo positivo parallelo, in ogni esperimento devono essere inclusi controlli del conteggio (vetrini fissati e non
colorati o campioni di sospensione cellulare, se appropriato ai fini del metodo di conteggio). Questo puo avvenire
includendo nello studio campioni di riferimento idonei ottenuti e conservati in occasione di un esperimento
separato di controllo positivo svolto periodicamente (ad es. ogni 6-18 mesi); ad esempio, durante la verifica della
competenze e successivamente, se necessario, su base periodica.

Le sostanze chimiche per i controlli positivi devono portare, in modo affidabile, a un aumento individuabile della
frequenza dei micronuclei al di la del livello spontaneo. Quando si ricorre al conteggio manuale al microscopio, le
dosi dei controlli positivi devono essere scelte in modo che gli effetti siano chiari ma non rivelino immediatamente
allanalista Iidentita dei campioni codificati. E ammissibile che le sostanze per i controlli positivi siano sommini-
strate per una via diversa da quella della sostanza chimica in esame, usando un programma di trattamento diverso,
e che il campionamento avvenga in un unico momento. E anche ammissibile, se appropriato, I'uso per i controlli
positivi di sostanze di una classe chimica correlata. Nella tabella 1 figurano esempi di sostanze chimiche per
i controlli positivi.

Tabella 1.

Esempi di sostanze chimiche per i controlli positivi.

Sostanze chimiche e CASRN

Metansolfonato di etile [CASRN 62-50-0]

Metansolfonato di metile [CASRN 66-27-3]

Etilnitrosourea [CASRN 759-73-9]

Mitomicina C [CASRN 50-07-7]

Ciclofosfamide (monoidrato) [CASRN 50-18-0 (CASRN 6055-19-2)]

Trietilenmelammina [CASRN 51-18-3]

Colchicina [CASRN 64-86-8] o vinblastina [CASRN 865-21-4] — come aneugeni

Controlli negativi

In ogni fase del campionamento devono essere inclusi animali del gruppo di controllo negativo, che sono gestiti
nello stesso modo dei gruppi di trattamento, ma a cui non viene somministrata la sostanza chimica in esame. Se
per la somministrazione della sostanza in esame si usa un solvente | mezzo disperdente, anche il gruppo di
controllo deve riceverlo. Tuttavia, se da dati dei controlli negativi storici risulta una variabilita intraspecifica e una
frequenza delle cellule con micronuclei coerente ad ogni fase del campionamento per il laboratorio di prova, puo
essere sufficiente un solo campionamento per il controllo negativo. In tal caso, esso deve avvenire al momento del
primo campionamento effettuato nell'ambito dello studio.
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Se viene usato sangue periferico, un campione prelevato prima del trattamento puo essere accettato al posto del
controllo negativo parallelo per gli studi di breve durata, qualora i dati ottenuti siano coerenti con la banca dei dati
di controllo storici del laboratorio di prova. Per i ratti ¢ stato dimostrato che il campionamento pre-trattamento di
piccoli volumi (ad es. < 100 pl/al giorno) ha un impatto minimo sulla frequenza di fondo dei micronuclei (25).

PROCEDURA

Numero e sesso degli animali

In generale, la risposta dei micronuclei ¢ simile nei maschi e nelle femmine degli animali, e, pertanto, la maggior
parte degli studi potrebbe pertanto venire effettuata sulluno o sull'altro sesso (26). Lesistenza di dati che
dimostrano differenze rilevanti fra i maschi e le femmine (ad es. differenze riguardanti la tossicita sistemica, il
metabolismo, la biodisponibilita, la tossicita del midollo osseo, ecc., incluso ad es. in un range-finding test) incorag-
gerebbero I'uso di entrambi i sessi. Nella fattispecie potrebbe essere appropriato effettuare uno studio su entrambi
i sessi, ad es. come parte di uno studio di tossicita a dose ripetuta. Nel caso si effettuino prove su entrambi i sessi
potrebbe essere adeguato ricorrere al metodo fattoriale. Nell' Appendice 2 figurano precisazioni sulle modalita di
analisi dei dati in base a tale metodo.

All'inizio dello studio, la dimensione stabilita del gruppo deve consentire di disporre, in ogni gruppo, di almeno 5
animali analizzabili dello stesso sesso, o di ogni sesso se sono usati entrambi. Se l'esposizione umana a sostanze
chimiche ¢ specifica per un sesso, ad esempio nel caso di alcuni prodotti farmaceutici, il test deve essere eseguito
su animali di tale sesso. A titolo di orientamento sul numero massimo di animali tipicamente necessario, uno
studio sul midollo osseo effettuato conformemente ai parametri stabiliti al paragrafo 37, con tre gruppi di
trattamento e controlli negativi e positivi paralleli (ogni gruppo composto da cinque animali dello stesso sesso),
richiederebbe fra i 25 e i 35 animali.

Livelli di dose

Se viene effettuato uno studio preliminare di range-finding poiché non sono gia disponibili dati appropriati per
orientare la scelta delle dosi, tale studio deve essere svolto nello stesso laboratorio, usando specie, ceppi, sesso e un
regime di trattamento identici a quelli che saranno utilizzati nello studio principale (27). Lo studio preliminare
serve a individuare la dose massima tollerata (MTD), definita come la dose pit alta che sara tollerata per la durata
della prova senza che appaia una tossicita che limita lo studio (inducendo ad esempio un calo del peso corporeo
o citotossicita del sistema emopoietico, ma senza provocare morte o segni di dolore, sofferenza o stress che
rendano necessaria una soppressione incruenta (28)).

La dose massima puod essere definita anche come la dose che produce tossicita nel midollo osseo (ad es. una
diminuzione della proporzione di eritrociti immaturi rispetto al numero totale di eritrociti nel midollo osseo o nel
sangue periferico di pitt del 50 %, ma senza che questa proporzione si riduca a meno del 20 % del valore di
controllo). Tuttavia, dall'analisi delle cellule con reazione positiva al CD71 nella circolazione sanguigna periferica
(con citometria a flusso), emerge che questa frazione di eritrociti immaturi molto giovani risponde alle sostanze
tossiche pili rapidamente della pitt ampia schiera di eritrociti immaturi positivi allRNA. Pertanto, pud apparire una
tossicita apparente maggiore in caso di sperimentazioni che prevedono un’esposizione acuta seguita dall'esame
della frazione di eritrociti immaturi positivi al CD71 rispetto alle metodologie che individuano gli eritrociti
immaturi sulla base del contenuto di RNA. Per questa ragione, quando I'esperimento prevede cinque o meno giorni
di trattamento, il livello di dose pil elevato, e tossico, della sostanza chimica in esame puo essere definito come la
dose che provoca una riduzione statisticamente significativa della proporzione degli eritrociti immaturi positivi al
CD71 rispetto al numero totale di eritrociti, senza che questa proporzione scenda al di sotto del 5 % del valore di
controllo (29).

Le sostanze chimiche che comportano saturazione delle caratteristiche tossicocinetiche o che inducono processi di
detossificazione che possono portare a una diminuzione dell'esposizione dopo una somministrazione a lungo
termine possono essere considerate eccezioni rispetto ai criteri di definizione della dose e vanno valutate caso per
caso.
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Per ottenere informazioni sulla relazione dose-risposta, uno studio completo deve includere un gruppo di controllo
negativo e almeno tre livelli di dose, generalmente separati da un fattore 2, ma non pit di 4. Se la sostanza chimica
in esame non provoca alcuna tossicitd nell'ambito di un test di range-finding o secondo quanto emerge dai dati
esistenti, la dose massima per periodo di somministrazione di 14 giorni o piti deve essere di 1 000 mg/kg di peso
corporeo al giorno o, per periodi di somministrazione di meno di 14 giorni, di 2 000 mg/kg di peso corporeo al
giorno. Se la sostanza chimica in esame provoca invece tossicita, la MTD deve corrispondere alla dose pitt elevata
somministrata, e i livelli di dose utilizzati devono essere compresi in un intervallo che va dalla tossicita massima
a una tossicita modica o assente. Quando una tossicita del tessuto bersaglio (midollo osseo) & osservata a tutti
i livelli di dose di prova, ¢ consigliabile un ulteriore studio con dosi non tossiche. Gli studi volti a descrivere pilt
pienamente le informazioni quantitative sulla relazione dose-risposta possono richiedere gruppi di trattamento
supplementari. Per certi tipi di sostanze chimiche in esame (ad es. medicinali per uso umano) per le quali valgono
specifici requisiti, i limiti possono variare.

Prova limite

Se gli esperimenti per determinare gli intervalli di dose o i dati disponibili relativi ai ceppi di animali affini indicano
che un trattamento uguale o superiore alla dose limite (sotto descritta) non produce effetti tossici osservabili
(comprese nessuna depressione della funzione del midollo osseo o altre manifestazioni di citotossicita del tessuto
bersaglio), e se non si prevede genotossicita sulla base degli studi di genotossicita in vitro o dei dati relativi alle
sostanze chimiche strutturalmente affini, uno studio completo con tre livelli di dose pud non essere considerato
necessario, purché sia stato dimostrato che la sostanza o le sostanze chimiche in esame raggiungono il tessuto
bersaglio (midollo osseo). In tali casi puo essere sufficiente un solo livello di dose, corrispondente alla dose limite.
Quando la somministrazione avviene per 14 giorni o piu, la dose limite ¢ 1 000 mg/kg di peso corporeo al
giorno. Per periodi di somministrazione di meno di 14 giorni, la dose limite & 2 000 mg/kg/ di peso corporeo al
giorno.

Somministrazione delle dosi

Nella concezione di un saggio va considerata la via d’esposizione umana prevista. Pertanto possono essere scelti, se
giustificati, vie di somministrazione quali l'alimentazione, l'acqua potabile, la via sottocutanea locale, la via
endovenosa, la via orale (sonda gastrica), inalatoria, intratracheale, o I'impianto. In ogni caso, deve essere scelta la
via che garantisce un'adeguata esposizione del o dei tessuti bersaglio. L'iniezione intraperitoneale non ¢
generalmente raccomandata in quanto non si tratta di una via di esposizione umana prevista, e va utilizzata solo
con una specifica giustificazione scientifica. Se la sostanza chimica in esame ¢ miscelata nell'alimentazione
o nellacqua occorre fare attenzione, specialmente nei casi di dosaggio singolo, che il lasso di tempo fra
l'assunzione del cibo e dell'acqua e il campionamento sia sufficiente per consentire l'individuazione degli effetti (cfr.
il paragrafo 37). Il volume massimo di liquido somministrabile in un'unica volta con sonda gastrica o con iniezione
dipende dalle dimensioni dell'animale da laboratorio. Esso non deve generalmente essere superiore a 1 ml/100 g di
peso corporeo, tranne nel caso delle soluzioni acquose che possono essere somministrate in quantita pari
a massimo 2 ml/100 g di peso corporeo. L'uso di volumi maggiori deve essere giustificato. Salvo nel caso di
sostanze chimiche irritanti o corrosive, i cui effetti di norma tendono a esacerbarsi con I'aumentare della concen-
trazione, la variabilita del volume somministrato deve essere ridotta al minimo adeguando la concentrazione, in
modo da garantire la somministrazione di un volume costante in relazione al peso corporeo per tutti i livelli di
dose.

Programma di trattamento

Sono di preferenza effettuati 2 o piti trattamenti, somministrati a intervalli di 24 ore, specialmente quando la prova
viene integrata in altri studi di tossicita. Alternativamente, possono essere somministrati trattamenti singoli, se cio €
giustificato sul piano scientifico (ad es. qualora sia noto che le sostanze chimiche in esame bloccano il ciclo
cellulare). Le sostanze chimiche in esame possono anche essere somministrate in prese frazionate, cio¢ due prese
nello stesso giorno a distanza di qualche ora al massimo, per agevolare la somministrazione di un grosso volume.
In queste situazioni, o in caso di somministrazione della sostanza chimica in esame per inalazione, il momento del
campionamento deve essere programmato in base al momento di somministrazione dell'ultima dose o della fine
dell’esposizione.
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La prova puo essere realizzata su topi o su ratti in uno dei tre seguenti modi:

a. Gli animali sono trattati una volta con la sostanza chimica in esame. I campioni del midollo osseo sono
prelevati almeno due volte (da gruppi di animali indipendenti), cominciando non prima di 24 ore dopo il
trattamento ma senza andare oltre le 48 ore dopo il trattamento, con adeguati intervalli fra i campioni, a meno
che la sostanza chimica non sia nota per avere un tempo di dimezzamento eccezionalmente lungo. Se il
prelievo ¢ effettuato meno di 24 ore dopo la somministrazione occorre fornirne la ragione. Sono prelevati
almeno due volte anche i campioni di sangue periferico (dallo stesso gruppo di animali), ad adeguati intervalli,
cominciando non prima di 36 ore dopo il trattamento ma senza andare al di la delle 72 ore. Al momento del
primo campionamento, tutti i gruppi di trattamento devono essere trattati e devono essere raccolti i campioni
per lanalisi, mentre al momento del o dei campionamenti successivi deve essere somministrata solo la dose
massima. Quando si ottiene una risposta positiva ad un momento del campionamento, non sono necessari
prelievi supplementari a meno che non siano necessarie informazioni quantitative sulla relazione dose-risposta.
I tempi di raccolta descritti sono una conseguenza della cinetica di comparsa e scomparsa dei micronuclei in
questi 2 compartimenti tissutali.

b. Se si procede a 2 trattamenti giornalieri (per esempio due trattamenti a intervalli di 24 ore), i campioni vanno
prelevati un’unica volta, fra le 18 e le 24 ore dopo l'ultimo trattamento per il midollo osseo e tra le 36 e le 48
ore dopo l'ultimo trattamento per il sangue periferico (30). I tempi di raccolta descritti sono una conseguenza
della cinetica di comparsa e scomparsa dei micronuclei in questi 2 compartimenti tissutali.

c. Se si procede a tre o pil trattamenti giornalieri (per esempio tre o pil trattamenti ad intervalli di circa 24 ore),
i campioni di midollo osseo devono essere prelevati non pit tardi di 24 ore dopo l'ultimo trattamento e il
sangue periferico non piu tardi di 40 ore dopo l'ultimo trattamento (31). Questa opzione di trattamento
permette di combinare il test della cometa (per esempio, campionamento 2-6 ore dopo l'ultima sommini-
strazione) con il test del micronucleo, e di integrare il test del micronucleo con gli studi di tossicita a dosi
ripetute. Dai dati disponibili emerge che, in caso di 3 o pil trattamenti, su questi periodi pitt ampi puo essere
osservata l'induzione di micronuclei (15).

Qualora cio sia pertinente e scientificamente giustificato, e per facilitare 'integrazione con altri test di tossicita,
possono essere utilizzati altri regimi di dosaggio o di campionamento.

Osservazioni

Gli animali da laboratorio devono essere oggetto di osservazioni cliniche generali e i segni clinici devono essere
registrati almeno una volta al giorno, preferibilmente alla stessa o alle stesse ore e tenendo conto del periodo di
massima intensita degli effetti previsti dopo la somministrazione. Almeno due volte al giorno, durante il periodo di
somministrazione, tutti gli animali vengono esaminati al fine di determinare la morbilita e la mortalita. Tutti gli
animali devono essere pesati all'inizio della prova, almeno una volta alla settimana nel corso degli studi a dosi
ripetute, ¢ al momento della soppressione incruenta. Nelle prove la cui durata ¢ di almeno una settimana, la
misurazione del consumo di cibo va eseguita almeno con cadenza settimanale. Se la sostanza in esame viene
somministrata con l'acqua, il consumo di acqua va misurato ad ogni cambio dellacqua e almeno una volta alla
settimana. Gli animali che manifestano segni di eccessiva, ma non letale, tossicita vanno soppressi in modo
incruento prima della fine del periodo di saggio (28). In certe circostanze puod essere controllata la temperatura
corporea degli animali, poiché un'iper- o ipotermia indotta dal trattamento puo falsare i risultati (32) (33) (34).

Esposizione del tessuto bersaglio

Ove cio sia giustificato e non esistano altri dati sull'esposizione (cfr. il paragrafo 48), al o ai momenti idonei va
prelevato un campione di sangue per esaminare i livelli delle sostanze chimiche in esame nel plasma, allo scopo di
dimostrare 'avvenuta esposizione del midollo osseo).
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Preparazione del midollo osseo | del sangue

Le cellule del midollo osseo vengono di solito prelevate dal femore o dalla tibia degli animali immediatamente
dopo la soppressione incruenta. Generalmente le cellule sono prelevate, preparate e colorate secondo metodi
prestabiliti. Conformemente alle norme pertinenti sul benessere degli animali possono essere ottenute piccole
quantita di sangue periferico usando un metodo che permetta la sopravvivenza della cavia (come il prelievo dalla
vena caudale o da altro vaso sanguigno adeguato), oppure tramite puntura cardiaca o prelievo da un vaso
sanguigno principale dopo la soppressione incruenta. Sia per gli eritrociti ottenuti dal midollo osseo che per quelli
ottenuti dal sangue periferico, a seconda del metodo di analisi, le cellule possono venire immediatamente
sottoposte a un processo di colorazione sopravitale (16) (17) (18), vengono preparati strisci che sono poi colorati
per lanalisi al microscopio, o fissati e opportunamente colorati per l'analisi citometrica a flusso. L'uso di un
colorante specifico per il DNA [ad esempio, arancio di acridina (35) o Hoechst 33258 pill pironina-Y (36)] puo
eliminare alcuni degli artefatti dovuti all'uso di un colorante non specifico per il DNA. Cio non esclude l'uso di
coloranti convenzionali (per esempio Giemsa per l'analisi microscopica). Si possono usare anche altri sistemi [per
esempio colonne di cellulosa per la rimozione delle cellule nucleate (37) (38)], se ne ¢ dimostrata la compatibilita
con la preparazione dei campioni in laboratorio.

Qualora questi metodi siano applicabili, per individuare la natura dei micronuclei (cromosoma/frammento
Cromosomico) possono essere usati anticorpi anticinetocore (39), FISH con sonde di DNA pancentromerico (40),
o0 marcatura in situ mediante primer specifici per DNA pancentromerico, unitamente a un’adeguata colorazione del
DNA (41), per stabilire se il meccanismo di induzione di micronuclei ¢ dovuto a umattivita clastogenica efo
aneugenica. Possono infine essere usati altri metodi per distinguere i clastogeni dagli aneugeni, purché sia stata
dimostrata la loro efficacia.

Analisi (manuale e automatizzata)

Tutti i vetrini o i campioni per l'analisi, compresi quelli dei controlli positivi e negativi, devono essere codificati
indipendentemente prima di ogni tipo di analisi, e devono essere randomizzati in modo che l'analista manuale non
conosca le condizioni del trattamento; questa codificazione non ¢ necessaria quando si usano sistemi di conteggio
automatizzato che non si basano sullesame visivo e non possono essere influenzati dall'operatore. Per ogni
animale, la percentuale di eritrociti immaturi rispetto agli eritrociti totali (immaturi + maturi) ¢ determinata
contando un totale di almeno 500 eritrociti per il midollo osseo e 2 000 eritrociti per il sangue periferico (42). Per
determinare l'incidenza degli eritrociti immaturi micronucleati devono essere esaminati almeno 4 000 eritrociti
immaturi per animale (43). Se la banca dati dei controlli negativi storici indica che la frequenza di fondo media
degli eritrociti immaturi micronucleati nel laboratorio di prova ¢ <0,1 %, occorre prendere in considerazione
l'opportunita di esaminare cellule supplementari. Quando si analizzano i campioni, la percentuale di eritrociti
immaturi rispetto al numero totale di eritrociti negli animali trattati non deve essere inferiore al 20 % della
proporzione verificata nel gruppo di controllo mezzo disperdente/solvente con l'analisi microscopica, e non deve
essere inferiore al 5 % circa della proporzione verificata nel gruppo di controllo mezzo disperdente/solvente con
l'analisi citometrica e il conteggio degli eritrociti immaturi positivi al CD71+ (cfr. il paragrafo 31) (29). Ad esempio,
per un saggio su midollo osseo con esame al microscopio, se la percentuale di controllo degli eritrociti immaturi
nel midollo osseo ¢ del 50 %, il limite superiore di tossicita equivarrebbe al 10 % di eritrociti immaturi.

Poiché la milza del ratto blocca e distrugge gli eritrociti micronucleati, per mantenere un’alta sensibilita delle analisi
per 'esame del sangue periferico del ratto ¢ preferibile limitare l'analisi degli eritrociti immaturi micronucleati alla
frazione pit giovane. Quando si utilizzano metodi di analisi automatizzata, questi eritrociti pitt immaturi possono
essere individuati in base al loro contenuto elevato di RNA, o all’alto livello di recettori della transferrina (CD71+)
espressi sulla loro superficie (31). Tuttavia, il raffronto diretto di vari metodi di colorazione ha mostrato che
possono essere ottenuti risultati soddisfacenti con varie metodologie, compresa la colorazione classica con arancio
di acridina (3) (4).
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DATI E RELAZIONE

Trattamento dei risultati

I dati relativi a ciascun animale vanno presentati sotto forma di tabella. Il numero degli eritrociti immaturi e degli
eritrociti immaturi con micronuclei, nonché la percentuale degli eritrociti immaturi sul totale degli eritrociti,
devono essere elencati separatamente per ciascun animale. Quando i topi sono trattati per 4 settimane o pit,
devono essere anche forniti, se raccolti, i dati sul numero e la percentuale degli eritrociti maturi micronucleati.
Nella relazione devono anche figurare i dati riguardanti la tossicita animale e i segni clinici.

Criteri di accettabilita
L'accettabilita delle prove si basa sui seguenti criteri:

a. laggiunta dei dati sui controlli negativi paralleli alla banca dati di controlli storici del laboratorio ¢ ritenuta
accettabile (cfr. i paragrafi 15-18);

b. i controlli positivi paralleli o i controlli ai fini del conteggio devono indurre risposte compatibili con quelle
ottenute dalle banche dati dei controlli positivi storici e devono produrre un aumento statisticamente signifi-
cativo rispetto al controllo negativo parallelo (cfr. i paragrafi 24-25);

c. ¢ stato analizzato il numero adeguato di dosi e cellule;

d. i criteri per la scelta della dose massima sono coerenti con quelli descritti ai paragrafi 30-33.

Valutazione e interpretazione dei risultati

A condizione che siano soddisfatti tutti i criteri di accettabilita, la sostanza chimica in esame ¢ ritenuta chiaramente
positiva se:

a. almeno uno dei gruppi di trattamento manifesta un aumento statisticamente significativo della frequenza degli
eritrociti immaturi micronucleati rispetto al controllo negativo parallelo;

b. una valutazione con un test di tendenza adeguato mostra che tale aumento € correlato alla dose almeno per uno
dei momenti del campionamento, e

c. uno o piu risultati si situano al di fuori della distribuzione dei dati di controllo negativi storici (ad es. limiti del
controllo al 95 % in base alla distribuzione di Poisson).

Se in un particolare momento del campionamento viene esaminata solo la dose massima, la sostanza chimica in
esame ¢ ritenuta chiaramente positiva se vi ¢ un aumento statisticamente significativo rispetto al controllo negativo
parallelo, e i risultati sono al di fuori della distribuzione dei dati di controllo negativi storici (ad es. limiti del
controllo al 95 % in base alla distribuzione di Poisson). Raccomandazioni relative agli appropriati metodi statistici
figurano nella letteratura (44) (45) (46) (47). Quando si effettua un'analisi della relazione dose-risposta, devono
essere analizzati almeno tre gruppi di trattamento trattati. Nei test statistici I'unitd sperimentale deve essere
l'animale. L'ottenimento di risultati positivi nel test del micronucleo indica che la sostanza chimica in esame induce
la formazione di micronuclei, che sono il risultato di danni cromosomici o danni allapparato mitotico degli
eritroblasti nelle specie in esame. Nel caso in cui sia stata effettuata una prova per individuare i centromeri nei
micronuclei, una sostanza chimica in esame che produca micronuclei contenenti centromeri (DNA centromerico
o cinetocore, indicativi di un’intera perdita cromosomica) ¢ da considerarsi aneugenica.

A condizione che siano soddisfatti tutti i criteri di accettabilita, la sostanza chimica in esame ¢ ritenuta chiaramente
negativa se in tutte le condizioni sperimentali esaminate:

a. nessuno dei gruppi di trattamento manifesta un aumento statisticamente significativo della frequenza degli
eritrociti immaturi micronucleati rispetto al controllo negativo parallelo;
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b. una valutazione con un test di tendenza adeguato mostra che in nessuno dei momenti del campionamento vi ¢
un aumento correlato alla dose;

c. tutti i risultati si situano entro la distribuzione dei dati di controllo negativi storici (ad es. limiti del controllo al
95 % in base alla distribuzione di Poisson), e

d. Tesposizione del midollo osseo alla sostanza chimica in esame ¢ effettivamente avvenuta.

Raccomandazioni relative ai metodi statistici pit appropriati figurano nella letteratura (44) (45) (46) (47). L'espo-
sizione del midollo osseo alla sostanza chimica in esame pud essere dimostrata, ad esempio, da un calo del
rapporto fra eritrociti immaturi e maturi, o dalla misurazione del livello delle sostanze in esame nel plasma o nel
sangue In caso di somministrazione per via endovenosa, la prova dell'esposizione non ¢ necessaria. In alternativa,
I'esposizione del midollo osseo puo essere dimostrata ricorrendo ai dati ADME, ottenuti nell'ambito di uno studio
indipendente usando la stessa via di somministrazione e le stesse specie. L'ottenimento di risultati negativi indica
che, nelle condizioni di prova, la sostanza chimica in esame non induce la formazione di micronuclei negli
eritrociti immaturi delle specie utilizzate.

Non ¢ necessario verificare una risposta chiaramente positiva o chiaramente negativa.

Nei casi in cui la risposta non sia chiaramente negativa né chiaramente positiva, per poter stabilire la rilevanza
biologica di un risultato (ad es. un aumento debole o marginale), i dati devono venire sottoposti al giudizio di
esperti efo a indagini pilt approfondite sugli esperimenti portati a termine. In alcuni casi puo essere utile analizzare
pitt cellule o ripetere I'esperienza in condizioni sperimentali modificate.

In rari casi, anche dopo ulteriori indagini, i dati non permetteranno di concludere se la sostanza chimica in esame
produce risultati positivi o negativi, e lo studio dovra pertanto essere dichiarato ambiguo.

Relazione sulla prova

La relazione sulla prova deve comprendere le informazioni seguenti:
Sintesi

Sostanza chimica in esame:

— origine, numero di lotto e data di scadenza, se disponibile;

— stabilita della sostanza chimica in esame, se nota.

Sostanza monocomponente:

— natura fisica, idrosolubilita, e altre proprieta fisico-chimiche rilevanti;

— 1identificazione chimica: nome IUPAC o CAS, numero CAS, codice SMILES o InChl, formula di struttura,
purezza, identita chimica delle impurita, se del caso e realizzabile in pratica, ecc.

Sostanza multicomponente, sostanze UVCB e miscele:

— caratterizzate, nella misura del possibile, tramite I'identita chimica (cfr. supra), le proporzioni quantitative e le
proprieta fisico-chimiche rilevanti dei componenti.

Preparazione della sostanza chimica in esame:
— motivazione della scelta del mezzo disperdente;

— solubilita e stabilita della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente, se note;
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— preparazione dei preparati per somministrazione via alimentare, con l'acqua da bere e per inalazione;

— determinazione analitica dei preparati (ad esempio, stabilita, omogeneita, concentrazioni nominali), se
effettuata.

Animali da laboratorio:

— specie/ceppi usati e giustificazione dell'utilizzo;
— numero, eta e sesso degli animali;

— origine, condizioni di stabulazione, dieta, ecc.;
— metodo di identificazione univoca degli animali;

— per gli studi a breve termine: peso dei singoli animali all'inizio e alla fine del saggio; per gli studi di durata
superiore a una settimana: peso individuale durante lo studio e consumo di cibo. Devono essere inclusi
l'intervallo, la media e la deviazione standard per ciascun gruppo.

Condizioni di prova:

— dati relativi ai controlli positivi e negativi (mezzo disperdente/solvente);
— dati del test di range-finding, se effettuato;

— criteri di selezione delle dosi;

— dettagli della preparazione della sostanza chimica in esame;

— modalita precise di somministrazione della sostanza chimica in esame;
— criteri di scelta della via e della durata della somministrazione;

— metodi usati per verificare che la sostanza o le sostanze in esame siano entrate in circolo o abbiano raggiunto il
tessuto bersaglio;

— dose effettiva (mgfkg di peso corporeo/giorno) calcolata in funzione della concentrazione (ppm) della sostanza
chimica in esame contenuta nella dieta/acqua da bere e del consumo, se del caso;

— dettagli sulla qualita del cibo e dellacqua;

— metodo di soppressione incruenta;

— metodo di analgesia (se usato);

— descrizione dettagliata dello schema di trattamento e di campionamento e giustificazione delle scelte;
— metodi di preparazione dei vetrini;

— procedure di isolamento e conservazione dei campioni;

— metodi di misurazione della tossicita;

— criteri di conteggio degli eritrociti immaturi micronucleati;

— numero di cellule esaminate per ogni animale per determinare la frequenza degli eritrociti immaturi micronu-
cleati e la percentuale degli eritrociti immaturi rispetto agli eritrociti maturi;

— criteri di accettabilita dello studio;

— metodi (come l'uso di anticorpi anticinetocore o di sonde di DNA centromero- specifiche) per determinare se
i micronuclei contengono cromosomi interi o frammenti, se del caso.
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Risultati:

— condizioni dell'animale prima e durante il periodo di saggio, compresi i segni di tossicita;
— percentuale degli eritrociti maturi rispetto al totale degli eritrociti;

— numero degli eritrociti immaturi micronucleati, indicato separatamente per ciascun animale;
— media + deviazione standard degli eritrociti immaturi micronucleati per gruppo;

— relazione dose-risposta, ove possibile;

— analisi e metodi statistici applicati;

— dati dei controlli negativi e positivi paralleli con intervalli, medie e deviazioni standard;

— dati sui controlli negativi e positivi storici con intervalli, medie e deviazioni standard, e limiti del controllo al
95 % per la distribuzione, cosi come il periodo di tempo interessato e il numero di punti;

— dati comprovanti I'avvenuta esposizione del midollo osseo;

— dati di caratterizzazione indicanti se i micronuclei contengono cromosomi interi o frammenti, se del caso;
— criteri stabiliti ai fini di una risposta positiva o negativa.

Discussione dei risultati.

Conclusioni.

Riferimenti.
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Appendice 1

DEFINIZIONI

Centromero: regionefi di un cromosoma sede di attacco del fuso durante la divisione cellulare, che permette il
corretto movimento dei cromosomi figli verso i poli delle cellule figlie.

Sostanza chimica: sostanza o miscela.

Eritroblasto: stadio precoce dello sviluppo di un eritrocita, immediatamente precedente la formazione dell’eri-
trocita immaturo, quando la cellula contiene ancora il nucleo.

Cinetocore: struttura proteica che si forma sul centromero delle cellule eucariotiche, che collega il cromosoma ai
polimeri microtubolari del fuso mitotico durante la mitosi e la meiosi, e che durante la divisione cellulare serve
a separare i cromatidi fratelli.

Micronuclei: piccoli nuclei, distinti e soprannumerari rispetto al nucleo principale delle cellule, prodotti durante la
telofase della mitosi (meiosi) da frammenti residui di cromosomi o da cromosomi interi.

Eritrocita normocromatico o maturo: un eritrocita completamente maturo che ha perso 'RNA residuo che
rimane dopo l'enucleazione efo ha perso altri marcatori cellulari a ciclo vitale breve che generalmente scompaiono
a seguito dell'enucleazione, dopo la divisione finale dell’eritroblasto.

Eritrocita policromatico o immaturo: eritrocita di nuova formazione, a uno stadio di sviluppo intermedio, che
reagisce alle componenti blu e rosse dei coloranti classici del sangue, come la colorazione di Wright-Giemsa, in
virtli della presenza di RNA residuo nella cellula di nuova formazione. Queste cellule di nuova formazione sono
praticamente quasi identiche ai reticolociti, visualizzabili usando una colorazione vitale che fa precipitare in un
“reticolo” I'RNA residuo. Altri metodi, compresa la colorazione monocromatica dellRNA con colorante
fluorescente o l'evidenziazione dei marcatori di superficie a vita breve come il CD71 con anticorpi fluorescenti,
sono ora spesso usati per individuare gli eritrociti di nuova formazione. Gli eritrociti policromatici, i reticolociti, e
gli eritrociti positivi al marcatore CD71 sono tutti eritrociti immaturi, ciascuno corrispondente a uno stadio di
sviluppo leggermente diverso.

Reticolocito: eritrocita di nuova formazione. 'RNA cellulare residuo precipita sotto forma di un caratteristico
“reticolo”, evidenziabile con un colorante vitale. Nei reticolociti e negli eritrociti policromatici l'eta cellulare ha una
distribuzione simile.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata seguendo il presente metodo di prova.
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Appendice 2

METODO FATTORIALE PER INDIVIDUARE LE DIFFERENZE FRA I SESSI NEL SAGGIO IN VIVO DEL
MICRONUCLEO

Metodo fattoriale e analisi

Questo modello prevede di esporre 5 maschi e 5 femmine a ciascuna concentrazione sperimentale e comporta
pertanto l'utilizzo di un minimo di 40 animali (20 maschi e 20 femmine pitt i relativi controlli positivi).

Il modello qui presentato — una delle forme semplici del modello fattoriale — ¢ equivalente a un'analisi della
varianza a due fattori, in cui il sesso e il livello delle concentrazioni costituiscono i fattori principali. I dati possono
essere analizzati utilizzando diversi programmi statistici standard, quali SPSS, SAS, STATA, Genstat o il programma
R.

A partire dall'insieme dei dati si determina la variabilita tra i sessi e le concentrazioni, nonché la variabilita relativa
alle interazioni tra sessi e concentrazioni. Ciascuno di questi aspetti ¢ quindi valutato in rapporto alla stima della
variabilita tra gli animali ripartiti nei gruppi di animali dello stesso sesso esposti alle stesse concentrazioni.
Maggiori informazioni su questa metodologia sono reperibili in diversi manuali standard di statistica (cfr.
bibliografia), nonché nelle schede “di aiuto” fornite con i programmi statistici.

In seguito viene esaminata l'interazione sesso x concentrazione in una tabella ANOVA (). In assenza di un termine
di interazione significativo la combinazione dei valori inter-sessi o inter-livelli di concentrazione consente di
effettuare test statistici validi tra i livelli, basandosi sul termine di variabilita intra-gruppo combinata di ’ANOVA.

L'analisi prosegue suddividendo la variabilita stimata tra le concentrazioni in modo da ottenere contrasti che
permettano di stabilire contrasti lineari e quadratici delle risposte per linsieme dei livelli di concentrazione.
Quando si riscontra un'interazione significativa sesso x concentrazione, questo termine puo essere a sua volta in
ripartito in contrasti di interazione lineare x sesso e quadratica x sesso. In questo modo si puo verificare se le
risposte alle concentrazioni sono parallele per i due sessi o se vi ¢ una differenza riconducibile al sesso.

La stima della variabilita intra-gruppo combinata puo essere utilizzata per verificare lo scarto tra le medie, confron-
tandole due a due. I confronti possono essere effettuati tra le medie per i due sessi e tra le medie dei diversi livelli
delle concentrazioni (come, ad esempio, confronti tra i livelli dei controlli negativi). Nei casi in cui si registra
ur'interazione significativa i confronti possono essere effettuati tra le medie di concentrazioni diverse per lo stesso
sesso o tra le medie dei due sessi a parita di concentrazione.

Riferimenti

Numerosi manuali di statistica esaminano la teoria, la concezione, la metodologia, I'analisi e l'interpretazione dei
modelli fattoriali, dall'analisi piti semplice, a due fattori, alle forme piti complesse utilizzate per la metodologia
Design of Experiment. Di seguito ne & riportato un elenco non completo. Alcuni manuali forniscono esempi di
modelli comparabili e, in alcuni casi, forniscono un codice che permette di effettuare l'analisi utilizzando diversi
programmi.

Box, G.E.P, Hunter, W.G. and Hunter, J.S. (1978). Statistics for Experimenters. An Introduction to Design, Data
Analysis, and Model Building. New York: John Wiley & Sons.

Box G.E.P. & Draper, N.R. (1987). Empirical model-building and response surfaces. John Wiley & Sons Inc.

Doncaster, C.P. & Davey, AJ.H. (2007). Analysis of Variance and Covariance: How to Choose and Construct Models
for the Life Sciences. Cambridge University Press.

Mead, R. (1990). The Design of Experiments. Statistical principles for practical application. Cambridge University
Press.

() Glistatistici che applicano una metodologia di modellizzazione quale I'utilizzo dei modelli lineari generalizzati (GLM) possono effettuare
l'analisi in modo diverso ma comparabile, senza tuttavia ricavare necessariamente la tradizionale tabella ANOVA che risale a concetti
algoritmici del calcolo statistico elaborati in epoca preinformatica.
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Montgomery D.C. (1997). Design and Analysis of Experiments. John Wiley & Sons Inc.
Winer, B.J. (1971). Statistical Principles in Experimental Design. McGraw Hill.

Wu, C.FJ & Hamada, M.S. (2009). Experiments: Planning, Analysis and Optimization. John Wiley & Sons Inc.»

6) Nella parte B, il capitolo B.15. & soppresso.
7) Nella parte B, il capitolo B.16. & soppresso.
8) Nella parte B, il capitolo B.18. & soppresso.
9) Nella parte B, il capitolo B.19. & soppresso.
10) Nella parte B, il capitolo B.20. & soppresso.
11) Nella parte B, il capitolo B.24. & soppresso.

12) Nella parte B, il capitolo B.47. ¢ sostituito dal seguente:

«B.47 Metodo di prova dell'opacita e della permeabilita della cornea nei bovini per I'identificazione di i)
sostanze chimiche che inducono gravi lesioni oculari e ii) sostanze chimiche che non richiedono classifi-
cazione per irritazione oculare o gravi lesioni oculari

INTRODUZIONE

Questo metodo di prova & equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 437
(2013). Il metodo di prova dell'opacita e della permeabilita della cornea nei bovini (Bovine Corneal Opacity and
Permeability, BCOP) ¢ un metodo di prova valutato dal Comitato di coordinamento interagenzia per la convalida dei
metodi alternativi (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods, ICCVAM), in collabo-
razione con il Centro europeo per la convalida di metodi alternativi (European Centre for the Validation of Alternative
Methods, ECVAM) e del corrispondente organismo del Giappone (Japanese Centre for the Validation of Alternative
Methods, JaCVAM) nel 2006 e nel 2010 (1) (2). Nella prima valutazione il metodo di prova BCOP ¢ stato valutato
per la sua utilita nell'identificare sostanze chimiche (sostanze e miscele) che inducono gravi lesioni oculari (1). Nella
seconda valutazione il metodo di prova BCOP ¢ stato valutato per la sua utilita nell'identificare sostanze chimiche
(sostanze e miscele) non classificate che inducono irritazione oculare o gravi lesioni oculari (2). La banca dati di
validazione del metodo BCOP conteneva complessivamente 113 sostanze e 100 miscele (2) (3). Tali valutazioni e
i relativi esami inter pares hanno permesso di concludere che il metodo di prova puo identificare correttamente le
sostanze chimiche (sostanze e miscele) che inducono gravi lesioni oculari (categoria 1) nonché quelle che non
richiedono classificazione per irritazione oculare o gravi lesioni oculari, secondo la definizione del Sistema generale
armonizzato di classificazione e di etichettatura dei prodotti chimici delle Nazioni Unite (Globally Harmonized System
of Classification and Labelling of Chemicals — UN GHS) (4) e del regolamento (CE) n. 1272/2008 relativo alla classifi-
cazione, all’etichettatura e all'imballaggio delle sostanze e delle miscele (CLP) (') e la validita scientifica del metodo
di prova € stata riconosciuta per entrambe le finalita. Per gravi lesioni oculari s'intendono lesioni dei tessuti oculari
o un grave deterioramento della vista conseguente all'applicazione di una sostanza chimica in esame sulla superficie
anteriore dell'occhio, non totalmente reversibili entro 21 giorni dall'applicazione. Le sostanze chimiche in esame
che inducono gravi lesioni oculari sono classificate nella categoria UN GHS 1. Le sostanze chimiche non classificate
in termini di irritazione oculare o gravi lesioni oculari sono definite come quelle sostanze che non soddisfano
quanto prescritto per la classificazione nella categoria UN GHS 1 o 2 (2A o 2B), ovvero sono definite “senza
categoria” da tale sistema. Il presente metodo di prova include 'uso raccomandato e le limitazioni del metodo di
prova BCOP sulla base delle valutazioni ottenute. Le principali differenze fra la versione originale del 2009 e quella
aggiornata nel 2013 della linea guida dellOCSE riguardano fra laltro: I'uso del metodo di prova BCOP per
identificare le sostanze chimiche che non richiedono classificazione secondo il sistema GHS delle Nazioni Unite
(paragrafi 2 e 7); chiarimenti circa lapplicabilita del metodo di prova BCOP per la prova di alcoli, chetoni e
sostanze solide (paragrafi 6 e 7) e delle sostanze e delle miscele (paragrafo 8); chiarimenti sulle modalita di prova
delle sostanze tensioattive e delle miscele contenenti tensioattivi (paragrafo 28); aggiornamenti e chiarimenti relativi
ai controlli positivi (paragrafi 39 e 40); un aggiornamento dei criteri decisionali relativi al metodo di prova BCOP
(paragrafo 47); un aggiornamento dei criteri di accettazione dello studio (paragrafo 48); un aggiornamento degli
elementi della relazione sulla prova (paragrafo 49); un aggiornamento delle definizioni contenute nell'appendice 1;
l'aggiunta dell'appendice 2 relativa alla capacita predittiva del metodo di prova BCOP secondo diversi sistemi di
classificazione; un aggiornamento dell'appendice 3 relativa all'elenco delle sostanze chimiche per la verifica della
prestazione; e un aggiornamento dellappendice 4 relativa al supporto corneale per il metodo di prova BCOP
(paragrafo 1) e all'opacimetro (paragrafi 2 e 3).

(") Regolamento (CE) n. 1272/2008 del Parlamento europeo e del Consiglio, del 16 dicembre 2008, relativo alla classificazione, all’etichet-
tatura e all'imballaggio delle sostanze e delle miscele che modifica e abroga le direttive 67/548/CEE e 1999/45/CE e che reca modifica al
regolamento (CE) n. 1907/2006 (GU L 353 del 31.12.2008, pag. 1).
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Attualmente € generalmente riconosciuto che nel prossimo futuro nessuna singola prova di irritazione oculare in
vitro sara in grado di sostituire il test di Draize in vivo per prevedere tutta la gamma di irritazione per diverse classi
chimiche. Tuttavia combinazioni strategiche di diversi metodi alternativi nellambito di una strategia di prova
(sequenziale) possono sostituire il test oculare di Draize (5). L'approccio top-down (5) € usato quando, in base alle
informazioni esistenti, si prevede che una sostanza chimica abbia un elevato potenziale di irritazione, mentre
l'approccio bottom-up (5) € usato quando, in base alle informazioni esistenti, si prevede che una sostanza chimica
non causi un'irritazione oculare sufficiente da richiedere una classificazione. Il metodo di prova BCOP ¢ un metodo
di prova in vitro che puo essere usato in alcune circostanze e con limitazioni specifiche per la classificazione dei
rischi oculari e l'etichettatura delle sostanze chimiche. Anche se da solo non ¢ considerato un valido sostituto del
test in vivo sugli occhi dei conigli, il metodo di prova BCOP ¢ raccomandato come fase iniziale nell'ambito di una
strategia sperimentale, quale 'approccio top-down proposto da Scott et al. (5) per identificare le sostanze chimiche
che inducono gravi lesioni oculari, ossia le sostanze chimiche da classificare nella categoria UN GHS 1, senza
effettuare ulteriori prove (4). Il metodo di prova BCOP ¢ altresi raccomandato per identificare le sostanze chimiche
che non richiedono una classificazione per irritazione oculare o per gravi lesioni oculari, secondo la definizione del
sistema GHS delle Nazioni Unite (“senza categoria” nel sistema UN GHS) (4) nellambito di una strategia di prova
quale 'approccio bottom-up (5). Tuttavia, la classificazione definitiva di una sostanza chimica cui non si attribuisce
la possibilita di causare gravi lesioni oculari o non classificata per irritazione oculare/gravi lesioni oculari con il
metodo di prova BCOP richiederebbe prove supplementari (in vitro efo in vivo).

Scopo di questo metodo di prova € descrivere le procedure impiegate per valutare il potenziale di pericolo per gli
occhi di una sostanza chimica in esame sulla base della capacita di tale sostanza di indurre opacita e aumentare la
permeabilita di una cornea isolata di bovino. Gli effetti tossici sulla cornea sono misurati attraverso: i) diminuzione
della trasmissione della luce (opacita), e i) aumento del passaggio del colorante a base di fluorosceina sodica
(permeabilita). Le valutazioni di opacita e permeabilita della cornea successivamente all'esposizione a una sostanza
chimica in esame vengono combinate per ottenere un punteggio di irritazione in vitro (In Vitro Irritancy Score —
IVIS), utilizzato per classificare il livello di irritazione provocato dalla sostanza chimica in esame.

Le definizioni di questi parametri figurano nell'appendice 1.

CONSIDERAZIONI INIZIALI E LIMITI

Questo metodo di prova ¢ basato sul protocollo del metodo di prova ICCVAM BCOP (6) (7), in origine elaborato
dalle informazioni ottenute dal protocollo dell'Institute for in vitro Sciences (IIVS) e dal protocollo INVITTOX 124
(8). Quest'ultimo rappresenta il protocollo usato nello studio di prevalidazione condotto negli anni 1997-1998 e
finanziato dalla Comunita europea. Entrambi i protocolli erano basati sul metodo di prova BCOP inizialmente
trattato da Gautheron et al. (9).

Il metodo di prova BCOP puo essere usato per identificare le sostanze chimiche che inducono gravi lesioni oculari,
secondo la definizione UN GHS, ossia le sostanze chimiche da classificare nella categoria UN GHS 1 (4). Se usato
a tali fini, il metodo di prova BCOP presenta un’accuratezza complessiva del 79 % (150/191), una percentuale di
falsi positivi del 25 % (32/126) e una percentuale di falsi negativi del 14 % (9/65), rispetto ai dati ottenuti con il
test in vivo sugli occhi dei conigli classificati secondo il sistema di classificazione UN GHS (3) (cfr. appendice 2,
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tabella 1). Se le sostanze chimiche in esame nell'ambito di alcune classi chimiche (per es. alcoli, chetoni) o fisiche
(per es. solidi) sono escluse dalla banca dati, il metodo di prova BCOP presenta un’accuratezza complessiva
dell'85 % (111/131), una percentuale di falsi positivi del 20 % (16/81) e una percentuale di falsi negativi dell'8 %
(4/50) secondo il sistema di classificazione UN GHS (3). Le lacune potenziali del metodo di prova BCOP quando ¢
usato per identificare le sostanze chimiche che inducono gravi lesioni oculari (categoria UN GHS 1) sono basate
sulle elevate percentuali di falsi positivi per gli alcoli e i chetoni nonché sulle elevate percentuali di falsi negativi per
i solidi osservate nella banca dati di validazione (1)(2)(3). Tuttavia, poiché non tutti gli alcoli e i chetoni sono
sovrastimati dal metodo di prova BCOP e alcuni sono stimati correttamente nella categoria UN GHS 1, questi due
gruppi funzionali organici non sono considerati esterni all’ambito d’applicazione del metodo di prova. Spetta all'uti-
lizzatore di questo metodo di prova decidere se un’eventuale sovrastima di un alcol o di un chetone possa essere
accettata o se sia necessario effettuare prove supplementari con un metodo basato sul peso dell'evidenza. Per
quanto attiene alle percentuali di falsi negativi per i solidi, ¢ opportuno osservare che i solidi possono generare
condizioni di esposizione variabili ed estreme nel test di Draize in vivo, il che puo falsare il reale potenziale di
irritazione (10). Va altresi osservato che nessuno dei falsi negativi identificati nella banca dati di validazione
ICCVAM (2) (3), nellambito dell'identificazione delle sostanze chimiche che inducono gravi lesioni oculari
(categoria UN GHS 1), ha prodotto un risultato IVIS < 3, ossia il criterio usato per identificare una sostanza
chimica in esame come “senza categoria” nel sistema UN GHS. Inoltre, i falsi positivi BCOP in questo contesto non
sono fondamentali poiché tutte le sostanze chimiche in esame che producono un risultato 3 < IVIS < 55 sarebbero
successivamente sottoposte a prova con altri metodi in vitro adeguatamente validati o, in ultima ratio sui conigli,
a seconda dei requisiti regolamentari, mediante una strategia di saggi sequenziali con un metodo basato sul peso
dell'evidenza. Considerato che alcuni solidi chimici sono stimati correttamente con il metodo di prova BCOP come
appartenenti alla categoria UN GHS 1, nemmeno tale stato fisico ¢ ritenuto esterno all'ambito di applicazione del
metodo di prova. Gli sperimentatori potrebbero prendere in considerazione il ricorso a tale metodo per tutti i tipi
di sostanze chimiche, laddove un risultato IVIS > 55 dovrebbe essere accettato come indicativo di una risposta che
induce gravi lesioni oculari tale da essere classificata nella categoria UN GHS 1, senza ulteriori prove. Come gia
precisato, i risultati positivi ottenuti con alcoli o chetoni andrebbero tuttavia interpretati con cautela, considerato il
rischio di sovrastima.

Il metodo di prova BCOP puo inoltre essere usato per identificare le sostanze chimiche che non richiedono una
classificazione per irritazione oculare o per gravi lesioni oculari nell'ambito del sistema di classificazione UN GHS
(4). Se usato a tali fini, il metodo di prova BCOP presenta un’accuratezza complessiva del 69 % (135/196), una
percentuale di falsi positivi del 69 % (61/89) e una percentuale di falsi negativi dello 0 % (0/107), rispetto ai dati
ottenuti con il test in vivo sugli occhi dei conigli classificati secondo il sistema di classificazione UN GHS (3) (cfr.
appendice 2, tabella 2). La percentuale di falsi positivi ottenuta & notevolmente elevata (le sostanze chimiche “senza
categoria” nel sistema UN GHS in vivo che producono un risultato IVIS > 3, cfr. paragrafo 47), ma in questo
contesto non ¢ fondamentale poiché tutte le sostanze chimiche in esame che producono un risultato 3 < IVIS < 55
sarebbero successivamente sottoposte a prova con altri metodi in vitro adeguatamente validati o, in ultima ratio sui
conigli, a seconda dei requisiti regolamentari, mediante una strategia di saggi sequenziali con un metodo basato sul
peso dell'evidenza. Il metodo di prova BCOP non mostra lacune specifiche per quanto riguarda le prove di alcoli,
chetoni e solidi se il fine ¢ identificare le sostanze chimiche che non richiedono classificazione per l'irritazione
oculare o gravi lesioni oculari (“senza categoria” nel sistema UN GHS)(3). Gli sperimentatori potrebbero prendere in
considerazione il ricorso a tale metodo di prova per tutti i tipi di sostanze chimiche, laddove un risultato negativo
(IVIS < 3) dovrebbe essere accettato come indicativo del fatto che non & necessaria alcuna classificazione (“senza
categoria” nel sistema UN GHS). Poiché il metodo di prova BCOP puo solo identificare correttamente il 31 % delle
sostanze chimiche che non richiedono classificazione per irritazione oculare o gravi lesioni oculari, questo metodo
di prova non dovrebbe costituire la prima scelta per avviare un approccio bottom-up (5), se sono disponibili altri
metodi in vitro validati e accettati aventi un’analoga elevata sensibilita ma una maggiore specificita.

La banca dati di validazione del metodo BCOP conteneva complessivamente 113 sostanze e 100 miscele (2) (3). Il
metodo di prova BCOP ¢ pertanto ritenuto applicabile per le prove sia delle sostanze che delle miscele.
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Il metodo di prova BCOP non ¢ raccomandato per identificare le sostanze chimiche in esame da classificarsi come
irritanti per gli occhi (categoria UN GHS 2 o 2A) o le sostanze chimiche in esame da classificarsi come modera-
tamente irritanti per gli occhi (categoria UN GHS 2B) a causa dell'elevato numero di sostanze chimiche
appartenenti alla categoria UN GHS 1 sottoclassificate nelle categorie 2, 2A o 2B e di sostanze chimiche “senza
categoria” nel sistema UN GHS sovraclassificate nelle categorie 2, 2A o 2B (2) (3). A tal fine possono essere
necessarie ulteriori prove con un altro metodo adeguato.

Tutte le procedure che prevedono l'impiego di occhi e cornee di bovini devono osservare le regolamentazioni e le
procedure in vigore nella struttura che effettua Ianalisi relativamente alla gestione dei materiali di derivazione
animale che comprendono, tra l'altro, i tessuti e i liquidi tessutali. E consigliabile adottare le comuni norme di
cautela osservate nei laboratori (11).

Sebbene il metodo di prova BCOP non prenda in considerazione le lesioni della congiuntiva e delliride, esso
riguarda gli effetti sulla cornea, che sono i principali fattori di classificazione in vivo nel sistema UN GHS. 1l
metodo di prova BCOP di per sé non consente di valutare la reversibilita delle lesioni corneali. Studi condotti sugli
occhi dei conigli suggeriscono di esaminare la profondita iniziale di una lesione corneale per identificare alcuni tipi
di effetti irreversibili (12). Tuttavia ¢ necessario un approfondimento scientifico per comprendere in quale modo
possano verificarsi effetti irreversibili non collegati all'elevato livello iniziale della lesione. Infine, il metodo di prova
BCOP non consente di valutare il potenziale di tossicita sistemica associato all'esposizione attraverso l'occhio.

Infine, il metodo di prova BCOP sara aggiornato con cadenza regolare, mano a mano che si disporra di ulteriori
dati e informazioni. A titolo di esempio, I'istopatologia presenta un’utilita potenziale nei casi in cui € necessaria una
caratterizzazione pitt completa della lesione corneale. Come delineato nel documento orientativo dell’lOCSE “OECD
Guidance Document n. 160” (13), gli utilizzatori sono invitati a conservare le cornee e a preparare campioni istopa-
tologici che possono servire a elaborare una banca dati e criteri decisionali in grado di migliorare ulteriormente
l'accuratezza di questo metodo di prova.

Al laboratori che ricorrono a questo tipo di metodo di prova per la prima volta si consiglia di utilizzare le sostanze
chimiche di riferimento indicate nellappendice 3. Un laboratorio puo utilizzare tali sostanze chimiche per
dimostrare le proprie competenze tecniche nell'esecuzione del metodo di prova BCOP prima di presentare i dati del
metodo di prova BCOP a scopi regolamentari per la classificazione dei rischi.

PRINCIPIO DEL METODO

1l metodo di prova BCOP ¢ un modello organotipico che mantiene a breve termine in vitro la normale funzionalita
fisiologica e biochimica della cornea dei bovini. Questo metodo di prova ¢ utilizzato per la valutazione dei danni
prodotti dalla sostanza chimica in esame sulla base di misurazioni quantitative dei cambiamenti di opacita e
permeabilita, effettuate rispettivamente con un opacimetro e uno spettrofotometro. Entrambe le misurazioni
vengono impiegate per il calcolo del punteggio IVIS, utilizzato per assegnare una categoria di classificazione di
pericolo di irritazione in vitro per la previsione del potenziale di irritazione oculare in vivo di una sostanza chimica
in esame (cfr. criteri decisionali al paragrafo 48).

Il metodo di prova BCOP impiega cornee isolate da occhi di bovini appena macellati. L'opacita corneale si misura
con la quantita di luce trasmessa attraverso la cornea. La permeabilita si misura con la quantita di colorante a base
di fluoresceina sodica che attraversa I'intero spessore della cornea ed ¢ rilevata nel mezzo della camera posteriore.
Le sostanze chimiche in esame vengono applicate alla superficie epiteliale della cornea e mediante aggiunta nella
camera anteriore del supporto corneale. L'appendice 4 riporta una descrizione e un diagramma del supporto
corneale utilizzato per il metodo di prova BCOP. I supporti corneali possono essere acquistati sul mercato da
diversi fornitori o possono essere costruiti.
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Origine ed eta degli occhi dei bovini e selezione delle specie animali

I bovini inviati ai macelli vengono di norma abbattuti per il consumo umano o altri usi commerciali. Le cornee
utilizzate per il metodo di prova BCOP provengono esclusivamente da animali sani ritenuti idonei a essere immessi
nella catena alimentare umana. Poiché i capi di bestiame sono di peso diverso a seconda della razza, dell'eta e del
sesso, non vi sono raccomandazioni relative al peso dell'animale al momento della macellazione.

L'impiego di animali di eta diversa pud comportare variazioni nelle dimensioni della cornea. Le cornee di diametro
orizzontale > 30,5 mm e spessore corneale centrale (central corneal thickness — CCT) = 1 100 pm si ottengono di
norma da bovini di eta superiore a otto anni, mentre le cornee che presentano un diametro orizzontale < 28,5 mm
e un valore di CCT < 900 pm derivano solitamente da capi di bestiame di eta inferiore a cinque anni (14). Per
questo motivo non si utilizzano di norma occhi di bovini di eta superiore a 60 mesi. Gli occhi dei bovini di eta
inferiore a 12 mesi di norma non sono impiegati, in quanto sono ancora in fase di sviluppo e i valori relativi allo
spessore e al diametro della cornea sono notevolmente inferiori rispetto ai corrispondenti parametri rilevati nei
bovini adulti. L'impiego di cornee di animali giovani (ovvero di eta compresa fra 6 e 12 mesi) ¢ tuttavia ammesso
in quanto comporta alcuni vantaggi, quali la maggiore disponibilita, la limitata fascia di eta e la riduzione dei rischi
legati alla potenziale esposizione del lavoratore all'encefalopatia spongiforme bovina (15). Sarebbe utile valutare
ulteriormente gli effetti delle dimensioni o dello spessore corneali sulla capacita di reazione a sostanze chimiche
corrosive e irritanti, pertanto si raccomanda agli utilizzatori di indicare la stima dell’eta efo del peso degli animali
da cui provengono le cornee utilizzate in uno studio.

Prelievo e trasporto degli occhi in laboratorio

Gli occhi sono prelevati dai dipendenti del mattatoio. Per minimizzare i danni meccanici e di altro tipo agli occhi,
questi dovrebbero essere enucleati non appena possibile dopo la morte e raffreddati immediatamente dopo
l'enucleazione e durante il trasporto. Durante il risciacquo della testa dell'animale € necessario che i dipendenti del
mattatoio non facciano uso di detergenti al fine di evitare l'esposizione degli occhi a sostanze chimiche
potenzialmente irritanti.

Gli occhi vanno immersi completamente nella soluzione salina bilanciata di Hank raffreddata (Hank’s Balanced Salt
Solution, HBBS) in un contenitore di dimensioni adeguate e trasportati in laboratorio in modo da ridurre al minimo
il relativo deterioramento efo la contaminazione batterica. Gli occhi sono prelevati durante il processo di
macellazione e potrebbero pertanto essere esposti al sangue o ad altri materiali biologici, compresi batteri e
microorganismi di altra natura. Per questo motivo ¢ importante assicurare che il rischio di contaminazione sia
ridotto al minimo (per es. tenendo il contenitore degli occhi in ghiaccio durante la raccolta e il trasporto e
aggiungendo antibiotici alla soluzione HBSS utilizzata per conservare gli occhi durante il trasporto [per es.
penicillina a 100 IU/ml e streptomicina a 100 pg/ml]).

E consigliabile ridurre al minimo lintervallo temporale che intercorre fra il prelievo degli occhi e lutilizzo delle
cornee per il metodo di prova BCOP (idealmente, gli occhi andrebbero raccolti e utilizzati nell'arco della stessa
giornata) e accertare che tale intervallo non pregiudichi i risultati del saggio. I risultati in questione si basano sui
criteri di selezione degli occhi e sulle reazioni dei controlli positivi e negativi. Si suggerisce di utilizzare per il
saggio occhi dello stesso gruppo di prelievo, ottenuti nella medesima giornata.

Criteri di selezione egli occhi usati nel metodo di prova BCOP

Giunti in laboratorio, gli occhi sono sottoposti a un attento esame volto a evidenziare la presenza di eventuali
difetti, quali per es. aumento dell'opacita, graffi e neovascolarizzazione. Possono essere utilizzate solamente cornee
provenienti da occhi privi di tali difetti.

La qualita di ciascuna cornea ¢ valutata anche durante le fasi successive del saggio. Vanno scartate le cornee che,
dopo un periodo iniziale di un’ora per ristabilire I'equilibrio, presentano un valore di opacita superiore a sette unita
o equivalente per 'opacimetro e per i supporti corneali (NOTA: I'opacimetro va tarato su valori di opacita standard
impiegati per definire le unita di opacita, cfr. appendice 4).
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Ciascun gruppo di trattamento (sostanza chimica in esame, controlli negativi e positivi paralleli) consiste di un
minimo di tre occhi. Tre cornee dovrebbero essere utilizzate per le cornee di controllo negativo nel metodo di
prova BCOP. Poiché tutte le cornee sono tagliate dal bulbo intero e montate nelle camere corneali, vi ¢ il rischio
che maneggiando tali dispositivi vengano alterati i valori di opacita e permeabilita (compresi i controlli negativi).
Inoltre, i valori di opacita e permeabilita delle cornee di controllo negativo sono utilizzati per correggere i valori di
opacita e permeabilita corneali relativi alla sostanza chimica in esame e al controllo positivo nei calcoli IVIS.

PROCEDURA

Preparazione degli occhi

Le cornee prive di difetti sono dissezionate lasciando un bordo di 2-3 mm di sclera per permettere di maneggiarle
pit agevolmente in seguito e facendo attenzione a non danneggiare I'epitelio e I'endotelio corneale. Le cornee cosi
separate sono montate in appositi supporti corneali composti da una sezione anteriore e una posteriore, che si
interfacciano rispettivamente con i lati epiteliale ed endoteliale della cornea. Entrambe le camere sono riempite fino
all'orlo con mezzo minimo essenziale di Eagle (EMEM) preriscaldato privo di fenolo rosso, riempiendo per prima la
camera posteriore e facendo attenzione a evitare la formazione di bolle. L'apparecchio ¢ poi equilibrato a 32 (+ 1) °
C per almeno un’ora per consentire alle cornee di equilibrarsi con il mezzo e raggiungere per quanto possibile la
normale attivita metabolica (la temperatura approssimativa della superficie corneale in vivo ¢ di 32 °C).

Dopo il periodo di equilibratura si aggiunge il mezzo EMEM fresco preriscaldato privo di fenolo rosso in entrambe
le camere e si rilevano i valori base di opacitd per ciascuna cornea. Sono scartate le cornee che presentano lesioni
macroscopiche dei tessuti (per es. graffi, pigmentazione, neovascolarizzazione) o un'opacita superiore a sette unita
di opacita o equivalente per 'opacimetro. Almeno tre cornee sono selezionate come cornee di controllo negativo
(o del solvente). Le cornee restanti sono poi allocate al gruppo di trattamento e al gruppo dei controlli positivi.

La capacita termica dellacqua & piu elevata di quella dellaria, di conseguenza l'acqua offre condizioni di
temperatura piu stabili per I'incubazione. Si suggerisce pertanto di utilizzare un bagno ad acqua per mantenere il
supporto corneale e il relativo contenuto a una temperatura pari a 32 (£ 1) °C. Si possono comunque utilizzare
anche incubatori ad aria, a condizione che si adottino le necessarie cautele per il mantenimento di condizioni di
temperatura stabili (per es. preriscaldando i supporti e il mezzo in essi contenuto).

Applicazione della sostanza chimica in esame

Si seguono due diversi protocolli di trattamento, uno per i liquidi e i tensioattivi (solidi o liquidi) e uno per i solidi
non tensioattivi.

I liquidi sono analizzati non diluiti. Le sostanze semisolide, le creme e le cere sono di norma analizzate come
liquidi. La prova sui tensioattivi non diluiti ¢ eseguita a una concentrazione del 10 % p/v in una soluzione
composta da cloruro di sodio allo 0,9 %, acqua distillata o altro solvente che abbia dimostrato di non avere
ripercussioni negative sul sistema di prova. L'impiego di diluizioni diverse deve essere opportunamente motivato.
Le miscele contenenti tensioattivi possono essere sottoposte a prova non diluite o diluite in opportuna concen-
trazione secondo il pertinente scenario di esposizione in vivo. Le concentrazioni di prova devono essere opportu-
namente motivate. Le cornee sono esposte ai liquidi e ai tensioattivi per 10 minuti. La scelta di altri tempi di
esposizione va accompagnata da adeguate motivazioni scientifiche. Cfr. appendice 1 per una definizione di
tensioattiv