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Abstract

Per motivi etici edeconomicimolteorganizzazioni internazionali, come ECVAM
(European Centre for the Validation of Al ternative Methods) e OECD
(Organisation for EconomicCo-operationand Development), lavoranoda tempo
per sviluppare normative che limitino sempre più l’uti lizzo di animali in
laboratorio,attraversola convalidadi testdi tossicità in vitro.
Nella Guideline for the testing of chemicals OECD 404 Acute dermal
irritation/corrosion, del 2002, si afferma che: « [...] speciale attenzione è stata
rivolta a possibili miglioramentidel benesseredegli animali ed alla valutazionedi
tutte le informazioni esistentisulle sostanze da testare,per evitare l’uso non
necessariodi animali in laboratorio[...] - tutte le informazioni riguardanti una
sostanzae il suo potenzialeirritante-corrosivo devono esserevalutate prima di
considerareun test in vivo [...] - informazioni sufficienti possonogià esistereper
la classificazionedi una sostanzacomedel suo potenziale irritante o corrosivo,
senzail bisognodi svolgeretest sugli animali».
Per tali motivi possonoessereutilizzati per test di irri tazione cutanea in vitro
modelli validati, conil vantaggiodi unmodello riproducibile standard.
Il periododi tirocinio svoltoin ChelabS.r.l.èstato finalizzatoallo studioeal
successivo svolgimentodi analisi di irritazionecutaneaeoculare
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INTRODUZIONE

Le analisioggettodi questoelaboratosonosaggidi irritazionecutaneaeoculare.
Per irritazionesi intendeundannodi entitàvariabile,madi naturareversibile, che
si verificadopol’ esposizioneadunasostanza.
Haun’insorgenzalocalizzataepuòmanifestarsicon reazioni infiammatoriee
segnaliclinici evidenti, comeeritemio rossori.
Nel caso di testin vivo si portala sostanzaacontatto diretto conlacute
dell’animale, nel caso di testin vitro si utili zzaunmodello tridimensionaledi
pelle umanaricostituita.
La strutturadeveesserecreatadacheratinociti umaniedevonoesserepresenti
tutti gli strati caratterizzantil’epitelio: lo strato basale, lo stratospinoso,lo strato
granuloso e lo strato corneo.

Figura 1 Schemabasedell'epidermide.

Figura 2 Particolare. Originedellecellule dei cheratinociti .

A suavolta lo stratocorneodevemostarsi pluristratifi cato epresentare il profilo
lipidico essenziale,cosicchévengaacostituirsi unabarrierafunzionaleche
impediscala penetrazioneimmediatadegli agentichimici, potenzialmentedannosi
pergli strati sottostanti.
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Il modellotridimensionaledi pelleumanaacquistato perquestaanalisi hacome
origineunacolturadi cheratinocitiumanisuunabasedi collagene,postain
condizioni tali dapoterpermettere lo sviluppo,la differenziazionee la
ricostruzionedella strutturaepiteliale.
Per quanto riguarda, invece,l’epitelio corneale èstato ottenutodalla coltivazione
di cellule epiteliali cornealiumaneimmortalizzate in unainterfacciasospesain un
medium chimicamentedefinito,dovetali cellule, ricostruisconoil tessuto
epitelialedellacornea,provvistodi unostrato corneo,strutturalmentee
funzionalmentesimile al tessutoumanoin vivo.
Le colturecellulari hannodatouncontributo straordinario allo sviluppodella
biologiaedella ricercabiomedicadi sistemi sperimentali semplificati. Hanno
favorito l’approfondimentodi meccanismicellulari emolecolari ed ampliato le
possibilitàapplicativedellenuoveconoscenze,nonostanteciò nel campo
tossicologico e farmaceuticononhannoancoracompletamentesostituito il
modelloanimale.
In ogni caso,è innegabilechele colturecellulari sonoforseil modello biologico
più promettente,adispettodi caratteristichee limiti intrinsecichevannoben
calibrati nella pianificazionedi esperimenti enell’i nterpretazionedei risultati.
Il limitepiù rilevanteconsistenell’estremasemplificazionedel sistema
sperimentale rispettoall’organizzazionecomplessadi unorganismo pluricellulare.

VANTAGGI
• Sistemi semplificatialtamente riproducibili;
• Analisi dei meccanismicellulari e molecolaridellatossicità;
• Identificazionedi danniprecoci;
• Riconoscimentodi effetti reversibili;
• Tecnicherelativamentesemplici;
• Costi contenutie risposte rapiderispetto allasperimentazioneanimale;

SVANTAGGI
• Sistemi semplificatirispetto adunorganismopluricellulare;
• Condizioni di esposizionediversedaquelle in vivo;
• Possibile interferenzatra sostanzadatestaree mezzidi coltura;
• Nonpermettonodi studiareeffetti citotossici complessi;
• Analisi di citotossicitàacutapiù checronica;
• Diffi coltà di correlarele concentrazioni in vitro conquellein vivo.

Tabella 1 Limiti e vantaggidel modello coltura cellulare.

Nel settoredello studiodei meccanismidi citotossicità il modello cellulare
rispondeall’esigenzadi studiarein dettagliogli effetti organo-specifici di
determinaticompostio meccanismid’azionein tipi cellulari specifici.
L’approccioèmiratoe i saggi effettuati riguardanoparticolari funzioni o
meccanismi cellulari.
L’i mpiegodi colturecellulari nellostudiodi citotossicità di agenti chimici èmolto
diffuso, al punto chesonodisponibili in commercio kit pronti all’uso.
Tramitele colturesi possonoottenereindicazioni preliminari sulla tossicitàdi
sostanzeadazionenonnotaesi possonorisolverenei dettagli i meccanismi
d’azionedi compostigià noti cometossici.
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E’ necessario rilevarechei parametridi tossicitàchesi prendonoin
considerazionedifferisconoperché,nel casodi studidi screening,è importante
averedati utilizzabili in tempibrevi econusolimitatodi tempoerisorse, mentre
nel caso di meccanismi metabolicio molecolari servonodati precisi, tecniche
specifichee laboriose.Nel primocasosi cercano indicatori sensibili, anchesenon
troppospecifici, chepossanoessererilevati conmetodi semplici, nel secondo
invece,si cercanosegnalispecifici.

Per rilevarelavitalità cellulareterminatoil tempod’esposizione,evalutarequindi
i danniriportati dal tessuto,si usanodiversitipi di saggio chein lineadi massima
contanola capacitàdi espellereo trattenerecoloranti.
Il saggiodi esclusionedi colorantisi basasullamisuradi permeabilità della
membranacellulare,partendo dal presupposto che,sololecelluledanneggiate,
consentono il passaggiodi molecolevoluminose.
Il coloranteèaggiunto direttamenteal terrenodi colturae l’osservazioneè fatta in
tempibrevi.
Il limitepiù evidenteè chei dannicausati daun agentecitotossiciin generesono
interni o richiedonouncertotempoperesprimersi,quindi il dannodella
membrananonèsubitoevidenteesi puòavereunasottostimadel danno.
Il saggiodi accumulodi coloranti,invece,prevedela misurazionedella perditadi
colorantivitali. Anchein questo caso si haunaaggiunta di coloranteal terrenodi
coltura,ma l’osservazionepuòrichiedereun tempomediamentelungo(un paio
d’ore).Terminata l’operazionevienerecuperatala soluzionecontenete il colorante
e lettaconunospettrofotometro.
In ogni caso,i metodi chefannousodi coloranti sonosoggetti alle variazioni
quantitativedel colorantenellesoluzioniusateequindi i risultati ottenuti possono
non essereconfrontabiliconi valori assoluti.
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MATERIALI E METODI

1.1 OCULAR IRRITATION

Il modellodi tessuto umanoricostruitoSkinethic consistein unacolturavivente,
un tessutopluristratificato,prodottoin sospensionesuinserti di policarbonato
immersi in unmezzodi colturasenzasiero e chimicamentedefinito, equivalente
daun puntodi vistastrutturalee funzionalea tessutoumano in vivo.

Figura 3 A sinistra si vedeil supporto in policarbonatonella posizionedi arrivo,a destra si vedeil
supporto rovesciato per rendere visibile la zonadove si localizza l'epitelio oculare

Gli insertiarrivanoin piastremultipozzetto contenti unasoluzionenutriente in
agarosioin cui sonoimmersi.
Ciascuninsertopresentaunasuperficiepari a0.5cm2 costituitadaunacolturadi
cheratinociti umani trasformati,provenientidaunalineacellularecostituitada
celluleepiteliali della corneaumanaimmortalizzate.
Subitodopol’arrivo del kit bisognatrasferire gli inserti di tessuto dal gel
nutriente,in un'altrapiastracontenenteun mediumdi mantenimento o di crescita
e incubarli a37°C, conatmosferaal 5%CO2 esaturadi umidità. Il giorno
successivo si puòiniziareil saggio.

La proceduraperil saggiodi irritazioneoculare (fornitaconil kit) prevedeche,
dopoavercambiato il mediumdi mantenimento condell’alt ro fresco,si depositi
unaquantitàpari a30mgo 30 µl di campione(asecondadellasuanatura)sulla
superficiedei pozzetticontenentiil tessutodella cornearicostruito echesi lasci
incubarea temperaturaambienteper10minuti. Parallelamente le stesse
operazionivengonoeffettuateperi pozzetti contenenti il controllo positivo,
costituito daSDS1%,eperi pozzettidel controllo negativo, costituito da
soluzionefisiologicaNaCl 0.9%.
Per il controllo positivo si sceglieSDS perchéperlasuanaturachimica, di
tensioattivoanionico,provocairritazioni cutanee edoculari.
Terminatoil tempodi incubazionesi provvedea rimuovereconattenzioneil
campionetestatoedi controlli positivo enegativo utilizzati conunmedium
adeguatoo conunasoluzionefisiologicaesi procedeconil testdi vitalità
cellulare(MTT Test).
La proceduradel testdi vitalità cellulareprevedechein ogni pozzetto siano
depositati 300µl di unasoluzionedi MTT 0.5 mg/ml e il tutto vengaincubato per
3 orea37°C conun’atmosferadi CO2 al 5%esaturadi umidità.
Il test MTT (3,(4,5-dimethylthiazol-2)2,5difeniltetrazolium bromide) èunsaggio
di laboratorio colorimetricostandardpermisurarel'attivi tàdi enzimi
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mitocondriali cheriducono l’M TT a formazano,facendovirare il compostodaun
coloregiallo aduncoloreblu-violetto intenso.
Il formazanorimanelocalizzatoall’internodei mitocondri,quindi deveessere
solubilizzato edestrattodallecellule.A talescopo,scadutoil tempodi
incubazione,la piastravienesciacquatadallasoluzionedi MTT edincubataperun
minimo di 2 oreconisopropanolo(solventedi estrazione)a temperaturaambiente
eal buioperchéèun compostofotosensibile.L'intensitàdellacolorazionedella
soluzioneottenutaèdirettamenteproporzionaleallaconcentrazionedi formazano
edèquindi espressionedellavitalità cellulare. La densitàottica (OD) èmisurata
spettrofotometricamenteadunalunghezzad’ondapari a570nm. Il gradodi
vitalità cellulareequindi il gradodi tossicitàdel composto testato, èesprimibile
conla seguenteformula:

% vitalità cellulare =

[ OD (570 nm) composto testato / OD (570 nm) controllo negativo] x 100

In baseal risultato ottenutoil compostoin esameèclassificatonel seguente modo,
secondole indicazioni riportatenel protocollo fornito:

• Vitalità cellulareinferioreal 60%= Compostoirritante
• Vitalità cellulareugualeo superioreal 60%= nonirritante.

1.2 PROGRAMMA DI LAVORO

Il campioneutil izzatoperil test di ocularirritationèuncollirio.

GIORNO1

- Arrivo del kit, contenentela piastramultipozzetto con12unitàdi tessuto
cornealericostruito (HCE,HumanCorneal Epithelium), immersein gel di
agarosionutriente,unmediumdi mantenimento eunmedium di crescita.

- Effettuato il trasferimentodegli inserti (conpinzesterili) in unanuovapiastra
contenente1 ml di mediumdi crescitaper pozzetto.

- Incubazionedellapiastraa37ºC, con CO2 al 5% percirca24ore.

GIORNO2

- Trasferimento degli inserti in unanuovapiastra,contenente1 ml di medium di
mantenimentoperpozzetto.

- Incubazionedellapiastraovernighta37ºC, conCO2 al 5%.

GIORNO3

- PreparazionedellasoluzionefisiologicaNaCl 0.9%(controllo negativo), della
soluzioneSDS 1%(controllopositivo), della soluzioneMTT 0.5mg/ml.
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- Preparazionedellapiastraperl’analisi: 4 pozzetti riempiti con100µl del
campionein esame,3 pozzettiriempiti con100µl di controllo positivo e2
pozzettiriempiti con100µl di controllo negativo; in ogni pozzettoèstato
quindi trasferitoun insertodi HCE(HumanCorneal Epithelium).

- La piastraèstataincubataper10minuti a temperaturaambiente.

Figura 4 Trasferimento dei supporti per incubazionedi 10minuti

- Trascorsoil tempo di incubazionegli inserti sonosciacquati con circa1-2 ml
di soluzione fisiologicaNaCl 0.9%eposti in unanuovapiastracontenente
300 µl/pozzettodi soluzioneMTT 0.5mg/ml.

- Incubazionedellapiastraper3 orea37ºC, CO2 5%.

Figura 5 Piastra consoluzione MTT 0.5mg/ml

- Al terminedell’incubazionetrasferimento degli inserti in unanuovapiastra
contenente1.5ml di isopropanoloperpozzetto.

- Incubazionedellapiastraper2 orea temperaturaambiente,al buio.
- Al terminedell’estrazioneallestimentodi unapiastrada96pozzetti nel

seguentemodo:recuperodell’estrattodaciascunpozzetto ealiquotato in 5
replicheda200µl/pozzetto.

- Lapiastraè lettaa570nm, attraversoun lettoredi micropiastre.
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2.1 SKIN IRRITACTION

Il kit consistein 12unità di epidermidericostruita,consuperficie totalepari a
0.38cm2, sullequali possonoessereapplicatidirettamentei composti datestaree
valutati gli effetti farmaco-tossicologici.
Ogni unitàè costituitadaunamatricedi collagene,sul qualeèappoggiata
un’epidermidestratificataedifferenziataderivantedacheratinociti umani.

Figura 6 Istologia del modello Episkin

Gli insertiarrivanoin piastrecontentiunasoluzionenutrientedi agarosioin cui
sono immersi.
Subitodopol’arrivo del kit se il saggiononinizia subito bisognaspostare i
modelli tridimensionali dal gel nutriente,in un'altrapiastracontenenteunmedium
di mantenimento e incubarlea37°C, conatmosferaal 5%CO2 esaturadi
umidità,in casocontrariosi segueil protocollo fornito dallacasaproduttricedel
kit.

La proceduraperil saggiodi irritazionecutanea(fornitacon il kit) prevede, in
ogni caso,chedopol’arrivo le unitàvengano trasferitedal gel nutriente al
medium di mantenimentoe incubatea37°C in condizioni di umiditàeCO2 al
5%.Esaurito questo primo tempodi incubazionesi estraelapiastra
dall’incubatoreesi procedeconla preparazionedella fasesuccessiva.Dentrouna
nuovapiastrasi preparanoi pozzettiperi controlli negativi epositivi , oltreche
peri campioni. Il controllonegativoècostituito daacquamicrofiltratasterile e il
controllo positivo sempredaSDS5%.Sullabasedi ogni pozzetto si adagia una
quantitàdi campionedatestare,chehacomelimitedi sogliaminima0.25µl. In
casodi campionidi naturasolidaèconsigliabile inumidire la pelle conacqua
deionizzatao distillataperfavorirel’adesione, dopoaverli eventualmente
polverizzati.
Elementocaratterizzantequesto test èche la misuradella vitalità cellularenonè
rilevataimmediatamentedopo il tempodi contatto conl’agentechimico,madopo
un temporagionevolmente lungo,durante il quale, il tessuto vienepostoin
medium fresco.Questotempopermettedi renderevisibili i dannidi unaleggera
irri tazioneedi far apparirechiaramentei dannidi unseveroeffetto citotossico.
Dopoquestotempodi incubazione,di durataconsigliatadi 42ore,si procedecon
il saggioMTT. I tessutivengonomessi acontatto conunasoluzionedi MTT, per
un tempodi 3 ore,trascorsoil qualesi procedeall’estrazioneconisopropanolo.
Trascorseminimo 2 orea temperaturaambientee al buio,si estrae la piastradalla
coperturadi alluminio esi allestiscela piastraa96 pozzetti perla letturacon lo
spettrofotometro. L'intensitàdellacolorazionedellasoluzioneottenutaè
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direttamenteproporzionaleallaconcentrazionedi formazanoedèquindi
espressionedellavitalità cellulare.La densitàottica (OD) èmisurata
spettrofotometricamenteadunalunghezzad’ondapari a570nm. Il gradodi
vitalità cellulareequindi il gradodi tossicitàdel composto testato, èesprimibile
conla seguenteformula:

% vitalità cellulare =
[ OD (570 nm) composto testato / OD (570 nm) controllo negativo] x 100

In baseal risultato ottenutoil compostoin esameèclassificatonel seguente modo,
secondole indicazioni riportatenel protocollo fornito:

• Vitalità cellulareinferioreo ugualeal 50%= Compostoirritante
• Vitalità cellularesuperioreal 50%= nonirritante.

2.2 PROGRAMMA DI LAV ORO

Il campioneutil izzatoperil test di skin irri tationèunacremagel.

GIORNO1

- Arrivo del kit, contenetela piastraconle12 inserti immersiin gel di agarosio
nutriente,unmedium di mantenimento.

- Effettuato il trasferimentodegli inserti (conpinzesterili) in unanuovapiastra
contenente1 ml di mediumdi mantenimento

- Incubateun’oraa37ºC, conCO2 al 5%.

Figura 7 Piastra conle unitàin Maintenance medium

Preparazionedellapiastraperl’analisi: 4 pozzetti riempiti con2 g di campionein
esame,3 pozzettiriempiti con2 ml di controllo positivo e2 pozzetti riempiti con
2 ml di controllo negativo;in ogni pozzetto è trasferito un inserto.
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Figura 8 Trasferimento elle unitàa contatto conil campione

- Incubazioneper15minuti a37̊ C, conCO2 al 5%.
- Trasferimentodelleunitàin un’altrapiastra,contenente2 ml di medium di

mantenimento.
- Incubazioneper42orea 37̊ C, conCO2 al 5%.

GIORNO2

- Incubazioneper42orea 37̊ C, conCO2 al 5%.

GIORNO3

- Cessatoil tempodi incubazionedi 42ore,estrazionedellapiastra
dall’incubatoree riposizionamentodegli inserti (4 unitàdi campione,3
controlli positivi e2 controlli negativi),in unanuovapiastra,contenente1.5
ml/pozzettodi soluzioneMTT 0.5mg/ml.

- Incubazionedellapiastraper3 orea37̊ C, conCO2 al 5%.
Al terminedell’incubazionetrasferimento degli inserti in unanuovapiastra
contenente1.5ml di isopropanoloperpozzetto

- Incubazionedi 2 oreal buio a temperaturaambiente.
- Allestimentodi unapiastrada96pozzetti: recuperodell’estratto daciascun

pozzettoealiquotato in 5 replicheda200µl/pozzetto.Letturaallo
spettrofotometro, conλ= 570nm.
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RISULTATI E CONCLUSIONI

3.1 RISULTATI OCULAR IRRITATION

Dopo il testdella vitalità cellulare(MTT test),èstataallestita unapiastrada96
pozzetticoncirca200µl/pozzettodi ciascunasoluzioneottenuta,secondolo
schemasotto riportato.

Campi
one

replica
1

Campi
one

replica
2

Campi
one

replica
3

Campi
one

replica
4

Ctrl –
replica

1

Ctrl –
replica

2

Ctrl +
replica

1

Ctrl +
replica

2

Ctrl +
replica3

200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl
200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl
200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl
200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl
200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl

Tabella 2 Schemadella piastraa 96 pozzetti utili zzata perla letturadella OD a 570nm

Giàadocchionudoèstatopossibile rilevareunadifferenzadi colorazionetra i
pozzettidel campioneedel controllonegativo (blu-violetto) equelli del controllo
positivo (giallo pallido).

Figura 9 Piastra a 96pozzetti dopo estrazionecon isopropanolo.

E’ stataeffettuata la letturaspettrofotometricaaλ=570nm della piastra così
preparata; i valori di OD ottenutisonostati mediati ed utilizzati peril calcolo della
percentualedi vitalitàcellularesecondola formula propostadal protocollo e di
seguitoriportata:

% vitalità =
[ (OD 570 nm) composto testato/ (OD 570 nm) controllo negativo]*100
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Campione
replica1

Campione
replica2

Campione
replica 3

Campione
replica4

1,0336 0,9059 0,955 0,9584
0,8712 0,862 0,9342 0,8292
0,7732 0,7818 0,7708 0,7838
0,6749 0,7183 0,6811 0,7262
0,6852 0,5936 0,7181 0,763

Tabella 3 Tabella cheriportadati di assorbanzea 570nmdei campioni.

Ctrl –
replica 1

Ctrl –
replica2

Ctrl +
replica1

Ctrl +
replica 2

Ctrl +
replica 3

0,699 0,681 0,1104 0,1121 0,0982
0,6298 0,6526 0,101 0,1077 0,0922
0,6195 0,5702 0,1034 0,1051 0,0859
0,6341 0,6362 0,1013 0,1136 0,088
0,6498 0,6783 0,1082 0,1171 0,0995

Tabella 4 Tabella cheriportadati di assorbanzea 570nmdei controlli positivi e negativi.

REPLICA MEDIA CAMPIONE MEDIA CTRL - MEDIA CTRL +
1 0.80762 0.64644 0.10486
2 0.77232 0.64366 0.11112
3 0.81184 - 0.09276
4 0.81212 - -

- -
MEDIA TOTALE 0,800975 0,64505 0,102913

Tabella 5 Tabella cheriportai valori mediati delle repliche del campione,dei controlli positivi e
dei controlli negativi.

Si èquindi procedutoallacomparazionedei risultati:

- tracampioneecontrollonegativo:

% vitalità campione= 124,1725

- tracontrollo positivoecontrollonegativo:

% vitalità CTRL + = 15,9543
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3.2 RISULTATI SKIN IRRITATION

Ancheper il testdi skin irritation dopoil test dellavitalitàcellulare(MTT test),è
stataallestitaunapiastrada96pozzetticoncirca 200µl/pozzettodi ciascuna
soluzioneottenuta, secondolo schemasotto riportato.

Campi
one

replica
1

Campi
one

replica
2

Campi
one

replica
3

Campi
one

replica
4

Ctrl –
replica

1

Ctrl –
replica

2

Ctrl +
replica

1

Ctrl +
replica

2

Ctrl +
replica3

200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl
200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl
200µl 200µl 200µl 200µl 200 µl 200µl 200µl 200µl 200µl
200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl
200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl 200µl

Tabella 6 Schemadella piastraa 96 pozzetti utili zzata perla letturadella OD a 570nm

Giàadunaprimaocchiataèstatopossibile rilevareunadifferenzadi colorazione
tra i pozzetti del campioneedel controllonegativo (blu-violetto) equelli del
controllo positivo (giallo pallido).

Figura 10 Piastra a 96pozzetti dopoestrazioneconisopropanolo.

E’ stataeffettuata la letturaspettrofotometricaaλ=570nm della piastra così
preparata; i valori di OD ottenutisonostati mediati ed utilizzati peril calcolo della
percentualedi vitalitàcellularesecondola formula propostadal protocollo e di
seguito riportata:

% vitalità =
[ (OD 570 nm) composto testato/ (OD 570 nm) controllo negativo]*100
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Campionereplica
1

Campionereplica
2

Campionereplica
3

Campionereplica
4

1.0363 0.9509 0.9505 0.9845
0.7821 0.8260 0.9243 0.8922
0.7327 0.7188 0.7870 0.7883
0.7946 0.7318 0.6811 0.7622
0.6285 0.5369 0.7118 0.7306
0.2753 0.4052 0.4478 0.5226

Tabella 7 Tabella cheriportadati di assorbanzea 570nmdei campioni.

Tabella 8 Tabella contenentele assorbanzea 570nmdei controlli positivi e negativi.

Tabulatele assorbanzesi èpassatiall’elaborazioneper verificarel’eventuale
citotossicitàdel campione.Si èprocedutocalcolandola mediadi ogni campione,
poi la mediadei quattrocampioniecosìancheper i controllo positivi enegativi.

REPLICA MEDIA CAMPIONE MEDIA CTRL - MEDIA CTRL +
1 0.7948 0.6621 0.0507
2 0.7529 0.6381 0.0479
3 0.8109 - 0.0493
4 0.8316 - -

- -
MEDIA TOTALE 0.7975 0.6501 0.0493

Tabella 9 Tabella cheriportai valori mediati delle repliche del campione,dei controlli positivi e
dei controlli negativi.

Si èquindi procedutoallacomparazionedei risultati:

- tracampioneecontrollonegativo:

% vitalità campione= 122,6781

- tracontrollo positivoecontrollonegativo:

% vitalità CTRL + = 7,5882

Ctrl –
replica1

Ctrl –
replica2

Ctrl +
replica1

Ctrl +
replica 2

Ctrl +
replica3

0.6909 0.6920 0.0495 0.0495 0.0495
0.6892 0.6632 0.0493 0.0474 0.0489
0.6591 0.5726 0.0520 0.0473 0.0506
0.6130 0.6263 0.0507 0.0470 0.0495
0.6582 0.6367 0.0523 0.0484 0.0481
0.4569 0.5625 0.0418 0.0382 0.0374
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CONCLUSIONI

Per il saggio di ocularirritation, il protocollo fornito, classifica:

- Vitalità cellulareinferioreal 60%= Compostoirritante

- Vitalità cellulareugualeo superioreal 60%= Composto nonirritante.

Poiché il campionetestatopresentaunavitalitàcellularesuperioreal 60%,il
campionerisultaesserenon irritante.

Per il saggio di skin irritation, la OECDDraft Proposal for anewGuideline “ In
Vitro Skin Irritation: HumanSkinModel Test”,classifica:

- Vitalità cellulareinferioreal 50%= Compostoirritante

- Vitalità cellularemaggioreo ugualeal 50%= Compostononirritante

Poichéil campionetestatopresentaunavitalitàcellularesuperioreal 50%,il
campionerisultaesserenon irritante.

In entrambii casi, i campioni,cremagel e colliri o, comeattesosonorisultati
classificabili comenonirritanti esi èconfermata l’azioneirritantee tossicadel
controllo positivo SDSalleconcentrazionidi util izzo.

La classificazionedei campionicomenonirritanti, nonassicurachel’uti lizzo
prolungatodellacrema-gel o del collirio nonpossarendere ipersensibile la pelle o
l’occhio, scatenandopoi reazionidi tipo infiammatorio, poichéi protocolli
applicati sonosaggidi tossicitàacutain vitro.
Per avereunaconfermadell’effettosensibilizzantesarebbenecessario un tipodi
testchemisuri la presenzao l’assenzadi secrezionedi fattori della risposta
infiammatoria.Anchequestotest, però,si rivelerebbelimitato, perché
nell’organismoviventeil tessutoèvascolarizzato, mentregli insertinonlo sono.
Si può giungerequindi allaconclusionechein lineagenerale i campioni testati
sono risultati esserenonirritanti in vitro, manonsi puòescluderecompletamente
chesianosensibili zzantiin vivo.
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