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Il Contributo della Chimica per il Superamento della Sperimentazione Animale

La sperimentazione animale è finalizzata alla definizione della tossicità di composti di origine naturale e soprattutto sintetica. Gli elementi che in passato ne hanno sostenuto la validità si sono progressivamente indeboliti:

· le nanotecnologie hanno insegnato che più che la risposta integrale vale quella differenziale, quindi quella delle singole cellule più di quella del sistema cellulare integrato;

· l’interazione fra composto e ricettore può essere studiata in vitro;

· la tossicità è correlata ad altre proprietà molecolari sperimentali che pertanto possono essere determinati per acquisirne i relativi dati;

· le risposte dei test sono considerate troppo lente rispetto ad effettive esigenze di sicurezza;

· il trasferimento dell’informazione da un tipo di cellule ad un altro comporta una incertezza nella risposta.

Si propone pertanto un approccio nuovo “multiarray” che si basa su una sonda multiparametrica capace di determinare per i composti da testare la tossicità respirometrica su cellule umane, la inibizione enzimatica, la ecopermanenza come proprietà da correlare alla tossicità. L’insieme delle tre risposte è capace di fornire un’informazione affidabile ed accurata circa la tossicità.

Obbiettivo 

contribuire attraverso le misure proposte (respirometriche, di inibizione enzimatica, di ecopermanenza) ad abbandonare completamente la sperimentazione animale. Tale obbiettivo è giustificato dal fatto che i test proposti applicati a composti noti tossici (metallo ioni, pesticidi, tensioattivi, idrocarburi, residui di farmaci) hanno fornito risultati diagnostici pienamente in accordo con quelli attesi sulla base di valori di tossicità riportati in letteratura e determinati attraverso il valore dell’ LD50. In particolare tale accordo ha riguardato l’inibizione alla respirazione di cellule umane leucemiche (U. 937), l’inibizione di enzimi ossidanti, antiossidanti o dismutanti (tirosinasi, catalasi, superossidodismutasi) che insieme nell’organismo garantiscono l’equilibrio fra produzione, immissione e smaltimento di radicali liberi che preserva dallo stress ossidativo, considerato il preallarme patologico di molte malattie degenerative, la misura dell’indice di ecopermanenza come rapporto fra il tempo di attivazione alla fotodegradazione catalizzata da TiO2 e radiazione UV e la produzione di acidità a seguito del processo stesso.

Stato di attuazione

I tre test alternativi alla sperimentazione animale per la valutazione della tossicità sono stati messi a punto in tutti i differenti aspetti i più interessanti dei quali riguardano:

1) l’immobilizzazione o meno delle cellule umane o degli enzimi ed il loro pretrattamento ai fini della sensibilizzazione del test

2) i tempi di incubazione (da 5’ a 10’)

3) l’approccio alternativo termodinamico o cinetico per la individuazione del grado di inibizione (più riproducibile il primo, più rapido nella risposta il secondo)

4) la ottimizzazione delle condizioni sperimentali (agitazione, pH, temperatura, forza ionica)

5) la nanostrutturazione del fotocatalizzatore

6) la scelta della lunghezza d’onda di irradiazione  nel test di fotopermanenza ai fini dell’incremento della sensibilità e della precisione

7) la scelta del trasduttore: elettrodo di Clark per determinare l’ossigeno consumato nei 2 primi sensori dalle cellule che respirano o dalla ossidazione dei substrati catalizzata dagli enzimi interessati o l’ossigeno prodotto dalla dismutazione catalizzata dalla SOD; l’elettrodo a biossido di titanio per misurare il pH: è questa un’innovazione che consente sulla base delle modifiche che il biossido di titanio superficialmente subisce in funzione del pH (carica superificiale vs potenziale a carica zero) di valutare il destino che le molecole in studio subiscono durante la fotodegradazione che ne valuta l’ecopermanenza.

Completamento del progetto

Si intende a completamento del progetto incrementarne l’informazione statistica

1) aumentando quanto più possibile il numero di composti noti testati

2) verificando gli effetti di addittività, sinergismo, antagonismo fra specie tossiche differenti

3) corredare il metodo di una trattazione matematica che ne incrementi la qualità della informazione attraverso approcci chemiometrici. 

Al progetto lavorano 4 collaboratori impegnati nel Dottorato di Ricerca ed in contratti di collaborazione coordinata e continuativa.

Il progetto è finanziato nell’ambito del PRIN, dei progetti ISPESL, di contratto e convenzione con ENTI pubblici e privati; è anche oggetto di un progetto Europeo in corso si approvazione.

Appendice descrittiva:
1) Valutazione respirometrica della tossicità. Ponendo cellule aerobiche umane in presenza di un composto che possa essere utilizzato come sorgente di energia (glucosio) ed in ambiente aperto si produce un consumo si ossigeno con conseguente reintegro dall’esterno; questo comporta il passaggio da uno stato stazionario iniziale ad uno finale nel quale l’ossigeno iniziale delle cellule per la loro respirazione è bilanciato dall’ossigeno che diffonde dall’esterno verso il reattore. Queste diminuzioni di concentrazione di ossigeno sono caratterizzate da una cinetica: sia la variazione termodinamica che la velocità con cui si produce (cinetica) sono influenzate dalla presenza di sostanze tossiche per le cellule risultando quindi alterate sia la variazione di segnale sia la sua derivata rispetto al tempo. Tali variazioni sono correlate, attraverso scale di riferimento realizzate applicando la stessa tecnica a composti a tossicità nota, alla tossicità del composto in esame


[image: image1.png]Esempio di confronto tra curve respirometriche

NUTRIENTE

ppmO, A

ApEn0+(B)

4 Stata Staziomarin
finale

5 tempo (min)

E - curva respirometrica cellule esposte

B - curva respiromeirica cellule non esposte (hianco)




2) La catalasi, la tirosinasi, la superossidodismutasi sono enzimi le cui attività sui rispettivi substrati

Tirosinasi
2 o-Difenolo + 02 = 2 chinone + 2 H2O

Catalasi
H2O2 + H2O2 = O2 + 2 H2O

Superossidodismutasi
O¯2 + O¯2  + 2H+ = O2 + H2O2
producono o consumano ossigeno. Tali produzioni e tali consumi sono influenzati dalla presenza di sostanze tossiche che agiscono da inibitori degli enzimi, scelti in quanto la loro attività è anche rappresentativa e marker della funzionalità organica

3) In presenza di luce ultravioletta il biossido di titanio attiva praticamente attraverso un meccanismo radicalico la degradazione di tutti i composti, da uno all’altro cambiando tempi di attivazione e velocità di fotodegradazione (misurata attraverso la acidificazione risultante) che possono essere misurati individuando il loro rapporto un indice che su larga scala risulta correlato proporzionalmente alla tossicità.
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Dt= tempo di attivazione

a= KV
     V= Velocità di fotodegradazione

Apparecchiatura per la fotodegradazione (fotosensore a TiO2)

[image: image3.jpg]



I tre valori ottenuti dalla sonda multiparametrica

1) inibizione della respirazione

2) inibizione enzimatica

3) indice di ecopermanenza

possono essere riferiti percentualmente a quelli di sostanze di riferimento oppure combinati in un algoritmo (alla cui definizione si sta ulteriormente lavorando), il cui valore può essere confrontato con quello dei gradini di una scala di riferimento. Questa scala può sancire sia una variazione continua di valore come anche una variazione discontinua: nel primo caso si può ottenere una valutazione numerica di tossicità nel secondo una vera e propria classificazione in livelli.
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