
«B.53. STUDIO DELLA NEUROTOSSICITÀ NELLA FASE DELLO SVILUPPO  

INTRODUZIONE 

1.  Questo metodo di prova è equivalente alla linea guida dell'OCSE n. 426 per le prove sulle sostanze chimiche 
(2007). Nel giugno del 1995, il gruppo di lavoro dell'OCSE sulla tossicità per la riproduzione e lo sviluppo, 
riunito a Copenaghen, ha esaminato la necessità di aggiornare le linee guida OCSE esistenti in materia e metterne 
a punto delle nuove per gli endpoint non ancora contemplati (1). Il gruppo di lavoro ha raccomandato che la linea 
guida per le prove volte a determinare la neurotossicità nella fase dello sviluppo sia redatta in base ad un orienta
mento dell'agenzia statunitense per la protezione dell'ambiente (EPA), che nel frattempo è stato riveduto (2). Nel 
giugno del 1996 si è tenuta a Copenaghen una seconda riunione di consultazione, intesa ad elaborare indicazioni 
più precise che servissero al segretariato per definire una nuova linea guida per le prove sulla neurotossicità nella 
fase dello sviluppo, a partire dagli elementi principali, quali i dettagli relativi alla scelta della specie animale, il 
periodo di somministrazione, il periodo di sperimentazione, gli endpoint da esaminare, nonché i criteri per la 
valutazione dei risultati. Nel 1998 è stata pubblicata una linea guida statunitense per la valutazione del rischio di 
neurotossicità (3). Nell'ottobre del 2000 si è tenuta una riunione di consultazione di esperti dell'OCSE in parallelo 
ad un seminario dell'ILSI (Istituto internazionale per le scienze della vita), mentre un'ulteriore riunione di consulta
zione degli esperti ha avuto luogo a Tokyo nel 2005. Questi incontri sono stati organizzati per discutere le 
questioni scientifiche e tecniche relative alla linea guida vigente e le raccomandazioni che ne sono scaturite sono 
state prese in considerazione in sede di elaborazione del presente metodo di prova (4)(5)(6)(7). I documenti 
d'orientamento dell'OCSE n. 43, Reproductive Toxicity Testing and Assessment (8), e n. 20, Neurotoxicity Testing (9), 
contengono ulteriori informazioni sull'esecuzione, sull'interpretazione e sulla terminologia utilizzata per il 
presente metodo di prova. 

CONSIDERAZIONI INIZIALI 

2.  Gli effetti neurotossici prodotti da alcune sostanze chimiche sugli esseri umani e su altre specie nella fase dello 
sviluppo sono noti (10)(11)(12)(13). Per esaminare e valutare le caratteristiche tossiche di una sostanza chimica 
può essere necessario determinarne il potenziale di neurotossicità nella fase dello sviluppo. Gli studi di neurotossi
cità nella fase dello sviluppo sono intesi a fornire dati, comprese le caratterizzazioni dose-risposta, relativi ai 
potenziali effetti funzionali e morfologici sullo sviluppo del sistema nervoso della progenie imputabili all'esposi
zione in utero e nei primi stadi di vita. 

3. Questo tipo di studio può essere a sé stante, costituire parte integrante di uno studio di tossicità per la riprodu
zione e/o di uno studio di neurotossicità nell'adulto [ad esempio, i metodi di prova B.34 (14), B.35 (15), B.43 
(16)], oppure fungere da complemento ad uno studio di tossicità per lo sviluppo prenatale [ad esempio, il metodo 
di prova B.31 (17)]. Quando lo studio di neurotossicità nella fase dello sviluppo è integrato o collegato ad un altro 
studio, è necessario preservare l'integrità di entrambi. Tutte le prove devono conformarsi alla legislazione applica
bile oppure alle linee guida per l'uso di animali da laboratorio nella ricerca, nazionali o sovranazionali (cfr. 
nota 18). 

4. Prima di effettuare lo studio, il laboratorio che esegue la prova deve tenere conto di tutte le informazioni disponi
bili sulla sostanza in esame, in particolare riguardo a identità, struttura e proprietà fisico-chimiche, i risultati di 
eventuali altre prove di tossicità in vitro o in vivo, i dati tossicologici sulle sostanze chimiche di struttura affine e 
l'impiego o gli impieghi previsti. Queste informazioni sono necessarie per dimostrare a tutti i soggetti interessati 
l'adeguatezza della prova per la protezione della salute umana e servono a scegliere la giusta dose iniziale. 

PRINCIPIO DELLA PROVA 

5. La sostanza in esame viene somministrata agli animali durante la gestazione e la lattazione. Le madri sono sotto
poste a prova per esaminare gli effetti nelle femmine durante la gravidanza e la lattazione e per ottenere, all'occor
renza, informazioni comparative (rispetto alla progenie). La valutazione della neurotossicità è effettuata su discen
denti scelti a caso all'interno delle nidiate e consiste in osservazioni volte a rilevare anomalie neurologiche e 
comportamentali macroscopiche, attraverso l'esame dello sviluppo fisico, dell'ontogenesi del comportamento, 
dell'attività motoria, della funzione motoria e sensoriale, dell'apprendimento e della memoria, come pure 
mediante la valutazione del peso del cervello e della neuropatologia durante lo sviluppo postnatale e in età adulta. 
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6.  Se la prova costituisce uno studio a sé stante, è possibile applicare sugli animali supplementari disponibili in ogni 
gruppo protocolli specifici valutativi del neurocomportamento, della neuropatologia, della neurochimica o dell'e
lettrofisiologia, che possono completare i dati ottenuti mediante gli esami raccomandati nel presente metodo di 
prova (16)(19)(20)(21). Questi protocolli integrativi, che possono essere applicati sia sulle madri che sui figli, 
possono rivelarsi particolarmente utili quando l'osservazione empirica, gli effetti previsti o il meccanismo/modo 
di azione indicano un tipo specifico di neurotossicità. Possono anche essere utilizzati protocolli ex vivo o in vitro, 
purché non alterino l'integrità dei protocolli in vivo. 

PREPARAZIONE DELLA PROVA 

Selezione della specie animale 

7.  La specie sperimentale preferita è il ratto, ma si possono eventualmente usare anche altre specie. Si tenga presente, 
tuttavia, che il numero di giorni di gestazione e di sviluppo postnatale considerato nel presente metodo di prova 
si riferisce ai ceppi di ratti più utilizzati e pertanto, in caso si faccia uso di una specie diversa o di un ceppo inabi
tuale, è necessario che tale numero di giorni si equivalga. L'uso di un'altra specie deve essere giustificata, oltre che 
sulla base di dati tossicologici, farmacocinetici e/o di altra natura, sulla disponibilità di esami neurocomportamen
tali e neuropatologici postnatali specifici della specie in questione. Se una prova precedente ha prodotto risultati 
preoccupanti, occorre considerare la specie o il ceppo da cui sono ottenuti. Poiché i diversi ceppi di ratto rispon
dono in modo diverso alle prove, si devono fornire elementi attestanti che il ceppo selezionato presenta fecondità 
e reattività adeguate. Se si utilizzano altre specie occorre documentarne l'attendibilità e la sensibilità dal punto di 
vista della determinazione della neurotossicità nella fase dello sviluppo. 

Condizioni di stabulazione e alimentazione 

8.  La temperatura dello stabulario deve essere di 22 °C (± 3 °C). L'umidità relativa deve mantenersi intorno al 
50-60 %; in ogni caso non è inferiore al 30 % e possibilmente non superiore al 70 %, tranne durante la pulizia 
dei locali. L'illuminazione deve essere artificiale, con un fotoperiodo di 12:12 (luce/buio). È anche possibile inver
tire il fotoperiodo prima dell'accoppiamento e per tutta la durata dello studio, al fine di verificare gli endpoint 
funzionali e comportamentali durante il periodo di oscurità (con luce rossa), ossia nel periodo di normale attività 
degli animali (22). Qualsiasi modifica del fotoperiodo deve prevedere un periodo di acclimatazione sufficiente 
perché gli animali possano adattarvisi. Per quanto concerne l'alimentazione, si possono usare le diete convenzio
nali da laboratorio con una quantità illimitata d'acqua da bere. È necessario indicare nella relazione il tipo di cibo 
e d'acqua e analizzare entrambi per ricercare la presenza di contaminanti. 

9.  Gli animali possono essere alloggiati individualmente o in piccoli gruppi dello stesso sesso. L'accoppiamento va 
effettuato in gabbie adeguate allo scopo. Dopo che è stata comprovata l'avvenuta copulazione oppure al più tardi 
il 15o giorno di gestazione, le femmine fecondate sono alloggiate separatamente in gabbie apposite per il parto o 
la gestazione. Le gabbie devono essere sistemate in modo da ridurre al minimo eventuali effetti dovuti alla loro 
collocazione. Quando si avvicina il momento del parto occorre fornire alle femmine gravide materiale specifico 
adatto per la preparazione del nido. È noto che una manipolazione inadeguata o condizioni di stress durante la 
gravidanza possono provocare effetti indesiderati, compreso un aborto o uno sviluppo fetale o postnatale alterato. 
Per evitare la mortalità fetale dovuta a fattori che non dipendono dall'esposizione alla sostanza in esame, gli 
animali vanno maneggiati con cautela durante la gravidanza, evitando di sottoporli a stress causato da fattori 
esterni, come ad esempio l'eccessivo rumore. 

Preparazione degli animali 

10.  Si utilizzano animali sani, che siano stati acclimatati alle condizioni di laboratorio e non siano stati sottoposti a 
precedenti procedure sperimentali, a meno che lo studio faccia parte di un altro studio (cfr. paragrafo 3). Gli 
animali sperimentali devono essere caratterizzati sotto il profilo di specie, ceppo, provenienza, sesso, peso ed età. 
Ogni animale riceve un numero di identificazione unico, con il quale viene marchiato. Gli animali di tutti i gruppi 
sperimentali devono essere, per quanto possibile, uniformi per età e peso e rientrare nella gamma normale di 
valori della specie e del ceppo studiati. Per ciascun livello di dose si utilizzano giovani femmine adulte nullipare. I 
fratelli e le sorelle non vanno fatti accoppiare e occorre prendere precauzioni in tal senso. Il giorno di gestazione 
(GG) 0 è quello in cui si osserva un tappo vaginale e/o la presenza di sperma. Quando si acquistano da un forni
tore femmine gravide di cui è nota l'età gestazionale, si deve prevedere un periodo adeguato di acclimatazione (ad 
esempio, 2-3 giorni). Le femmine fecondate sono assegnate a caso ai gruppi di controllo e di trattamento in modo 
da risultare, nella misura del possibile, in egual numero in ciascun gruppo (ad esempio, per ottenere una distribu
zione uniforme, si raccomanda di utilizzare una procedura casuale stratificata, come quella basata sul peso 
corporeo). Anche il numero di femmine fecondate dallo stesso maschio deve essere uniforme nei vari gruppi. 
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PROTOCOLLO 

Numero e sesso degli animali 

11.  In ciascun gruppo di trattamento e di controllo il numero di femmine gravide da esporre alla sostanza in esame 
deve essere sufficiente a garantire che i discendenti siano in numero adeguato a valutare la neurotossicità. Si racco
mandano 20 nidiate per ciascun livello di dose. È possibile utilizzare modelli di somministrazione delle dosi con 
repliche e a gruppi scaglionati se si raggiunge il numero totale previsto di nidiate per gruppo e se si utilizzano 
modelli statistici adatti a tenere conto delle repliche. 

12.  Al più tardi il quarto giorno dalla nascita (PND 4, il giorno del parto corrisponde a PND 0) occorre regolare le 
dimensioni delle nidiate eliminando in modo aleatorio i piccoli in eccesso, in modo da portare tutte le nidiate a 
numero uguale (23), avendo cura che ciascuna di esse non superi la dimensione media della nidiata per il ceppo 
di roditori utilizzato (8-12). Ogni nidiata deve contenere, nella misura del possibile, lo stesso numero di maschi e 
femmine. Non è ammessa l'eliminazione selettiva dei piccoli, ad esempio, in base al peso corporeo. Dopo la stan
dardizzazione delle nidiate (mediante eliminazione dei piccoli soprannumerari) e prima di analizzare gli endpoint 
funzionali, occorre identificare in modo univoco, con metodi non cruenti (cfr. nota 24), ogni piccolo che si 
prevede di sottoporre a prove pre o post svezzamento. 

Assegnazione degli animali alle prove funzionali e comportamentali, alla determinazione del peso del 
cervello e alla valutazione neuropatologica 

13.  Il presente metodo di prova consente di scegliere in vari modi gli animali esposti in utero e via allattamento da 
destinare alle prove funzionali e comportamentali, agli esami della maturazione sessuale, alla determinazione del 
peso del cervello e alla valutazione neuropatologica (25). È possibile aggiungere altre prove sulla funzione neuro
comportamentale (ad esempio, il comportamento sociale), sulla neurochimica o sulla neuropatologia, valutando 
caso per caso e a condizione che non sia compromessa l'integrità delle prove originariamente richieste. 

14.  In ogni gruppo-dose si scelgono i piccoli da assegnare alle prove per l'esame degli endpoint a partire dal quarto 
giorno dopo la nascita (PND 4). La selezione dei piccoli deve essere effettuata in modo che, per quanto possibile, 
in tutte le prove siano egualmente rappresentati entrambi i sessi di ciascuna nidiata in ciascun gruppo-dose. Nella 
prova dell'attività motoria si deve esaminare la stessa coppia di maschi e femmine in tutte le fasce di età anteriori 
allo svezzamento (cfr. punto 35). Per tutte le altre prove, si può destinare alle varie prove comportamentali la 
stessa coppia o coppie diverse. È talvolta necessario destinare piccoli diversi alle prove della funzione cognitiva in 
cui si mettono a confronto animali appena svezzati e adulti, per evitare di confondere nelle misurazioni gli effetti 
dovuti all'età e quelli riconducibili all'esperienza acquisita (26)(27). Al momento dello svezzamento (PND 21), i 
piccoli che non sono selezionati per le prove possono essere sacrificati con metodi non cruenti. Le eventuali 
modifiche dell'assegnazione dei piccoli devono essere indicate nella relazione. L'unità statistica di misura è la 
nidiata (o la madre) e non il figlio. 

15.  Vi sono diversi modi per assegnare i piccoli agli esami pre e post svezzamento, alle prove cognitive, agli esami 
patologici ecc. (cfr. figura 1 per lo schema generale e appendice 1 per alcuni esempi di assegnazione). Di seguito è 
indicato il numero minimo consigliato di animali in ciascun gruppo-dose per gli esami pre e post svezzamento: 

Osservazioni cliniche e peso corporeo Tutti gli animali 

Osservazioni cliniche dettagliate 20/sesso (1/sesso/nidiata) 

Peso del cervello (post fissazione) PND 11-22 10/sesso (1/nidiata) 

Peso del cervello (non fissato) ~ PND 70 10/sesso (1/nidiata) 

Neuropatologia (fissazione per immersione o perfusione) PND 11-22 10/sesso (1/nidiata) 

Neuropatologia (fissazione per perfusione) PND ~70 10/sesso (1/nidiata) 
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Maturazione sessuale 20/sesso (1/sesso/nidiata) 

Altri indicatori di sviluppo (facoltativo) Tutti gli animali 

Ontogenesi comportamentale 20/sesso (1/sesso/nidiata) 

Attività motoria 20/sesso (1/sesso/nidiata) 

Funzione motoria e sensoriale 20/sesso (1/sesso/nidiata) 

Apprendimento e memoria 10/sesso (a) (1/nidiata) 

(a)  Secondo la sensibilità delle prove della funzione cognitiva, può essere necessario esaminare un numero maggiore di animali, 
ad esempio, 1 maschio e 1 femmina per nidiata (per l'assegnazione degli animali alle prove, si veda l'appendice 1). Per ulte
riori indicazioni sulle dimensioni del campione, si veda il documento d'orientamento dell'OCSE 43 (8).  

Dosaggio 

16.  Si utilizzano almeno tre diversi livelli di dose e un controllo parallelo. La somministrazione dei vari livelli di dose 
deve essere distanziata in modo che gli effetti tossici siano graduali. A meno che non vi siano limiti imposti dalla 
natura fisico-chimica o dalle proprietà biologiche della sostanza chimica in esame, si sceglie come dose più elevata 
il livello che induce un certo grado di tossicità nella madre (che si manifesta, ad esempio, in segni clinici, rallenta
mento dell'aumento del peso — non superiore al 10 % — e/o segnali evidenti di tossicità dose-limitante in un 
organo bersaglio). La dose più elevata non deve essere superiore a 1 000 mg per kg di peso corporeo al giorno, 
con qualche eccezione, ad esempio, nel caso in cui l'esposizione umana prevista alla sostanza in esame indichi la 
necessità di utilizzare una dose maggiore. In alternativa, è possibile determinare il dosaggio massimo da utilizzare 
per ottenere una tossicità minima nella madre mediante studi pilota o studi preliminari di definizione del range di 
dosi. Se la sostanza chimica in esame si è dimostrata tossica per lo sviluppo in uno studio standard di tossicità 
per lo sviluppo o in uno studio pilota, il livello più elevato dovrà essere la dose massima priva di effetti tossici 
eccessivi nella progenie — né morte in utero o neonatale, né malformazioni — che precluderebbero una valuta
zione significativa della neurotossicità. Il livello di dose minimo deve mirare a non produrre alcun segno di tossi
cità, in particolare di neurotossicità, nella madre o nella fase dello sviluppo. Occorre selezionare una sequenza 
decrescente di livelli di dose al fine di evidenziare eventuali relazioni dose-effetto e stabilire il livello fino al quale 
non si osservano effetti dannosi (NOAEL), oppure le dosi prossime al limite di rivelabilità che consentano di deter
minare una dose di riferimento. L'intervallo ottimale tra dosi consecutive è definito da un fattore compreso fra 
due e quattro; spesso è preferibile aggiungere un quarto gruppo sperimentale per evitare intervalli molto ampi (ad 
esempio, di un fattore di oltre il 10). 

17.  I livelli di dose vanno selezionati tenendo conto degli eventuali dati esistenti sulla tossicità, oltre alle informazioni 
sul metabolismo e sulla tossicocinetica della sostanza in esame o di materiali ad essa correlate. Tali dati possono 
contribuire altresì a dimostrare l'adeguatezza dello schema di somministrazione delle dosi. La somministrazione 
diretta delle dosi ai piccoli va ponderata in funzione delle informazioni relative all'esposizione e ai dati farmacoci
netici (28)(29). Prima di condurre studi che prevedono la somministrazione diretta a cuccioli occorre valutarne 
attentamente i pro e i contro (30). 

18.  Il gruppo di controllo parallelo deve essere trattato con un placebo oppure, se si utilizza un mezzo disperdente 
per somministrare la sostanza esame, trattato col solo mezzo disperdente. A tutti gli animali deve di norma essere 
somministrato lo stesso volume di sostanza o di mezzo disperdente in base al peso corporeo. In caso venga utiliz
zato un mezzo disperdente o un altro additivo per facilitare la somministrazione delle dosi, occorre tenere conto 
delle seguenti caratteristiche del mezzo disperdente o dell'additivo: effetti sull'assorbimento, sulla distribuzione, sul 
metabolismo o sulla ritenzione della sostanza chimica in esame, effetti sulle sue proprietà chimiche che possono 
alterarne le caratteristiche tossiche ed effetti sul consumo di cibo o acqua oppure sullo stato nutrizionale degli 
animali. Il mezzo disperdente non deve causare effetti che possono interferire con l'interpretazione dello studio, 
non essere tossico dal punto di vista del neurocomportamento, né incidere sulla riproduzione o sullo sviluppo. 
Per quanto riguarda i nuovi veicoli, oltre al gruppo di controllo trattato con il solo mezzo disperdente, è neces
sario includere un gruppo di controllo trattato con un placebo. Gli animali del o dei gruppi di controllo devono 
essere manipolati esattamente come quelli dei gruppi esposti alla sostanza in esame. 
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Somministrazione delle dosi 

19.  La via di esposizione attraverso cui somministrare la sostanza chimica in esame o il mezzo disperdente è scelta in 
funzione della potenziale via d'esposizione umana e in base alle informazioni disponibili sul metabolismo e sulla 
distribuzione negli animali sperimentali. La via di somministrazione è in genere orale (ad esempio, mediante una 
sonda gastrica, la dieta o l'acqua da bere), ma sono ammesse anche altre vie (ad esempio, cutanea o per inala
zione), in base alle caratteristiche e alle vie di esposizione umana note o prevedibili [per ulteriori informazioni, si 
veda il documento di orientamento 43 (8)]. È necessario giustificare la scelta della via di somministrazione. La 
sostanza in esame va somministrata ogni giorno all'incirca alla stessa ora. 

20.  Di norma la dose somministrata ai singoli animali si calcola in base all'ultima determinazione del peso corporeo 
individuale. Occorre tuttavia regolare con grande attenzione le dosi durante l'ultimo trimestre di gravidanza. Le 
madri in cui si dovessero osservare effetti di eccessiva tossicità vanno soppresse con metodi non cruenti. 

21.  La sostanza in esame o il mezzo disperdente sono somministrati alle femmine fecondate almeno una volta al 
giorno, dal momento dell'impianto (GD 6) fino a tutto il periodo della lattazione (PND 21), affinché i figli siano 
esposti alla sostanza durante lo sviluppo neurologico pre e postnatale. L'età alla quale iniziare a somministrare le 
dosi, così come la durata e la frequenza della somministrazione, possono essere modificate se emergono elementi 
comprovanti che un altro disegno sperimentale corrisponde meglio all'esposizione umana. Se si utilizzano altre 
specie occorre regolare la durata della somministrazione per garantire un'esposizione durante tutti i periodi iniziali 
di sviluppo del cervello (vale a dire, equivalenti alla crescita prenatale e postnatale iniziale del cervello umano). La 
somministrazione può cominciare all'inizio della gestazione (GD 0), sebbene sia opportuno tener conto del fatto 
che la sostanza in esame può provocare la perdita dell'embrione prima dell'impianto. Questo rischio può essere 
evitato iniziando la somministrazione al sesto giorno (GD 6), scelta che però esclude dal trattamento le fasi di 
sviluppo comprese tra il GD 0 e 6. Quando il laboratorio acquista animali già fecondati, è impossibile iniziare il 
trattamento il GD 0, nel qual caso il GD 6 è una buona soluzione per la scelta del giorno di inizio della sommini
strazione. Il laboratorio decide lo schema di somministrazione delle dosi in base alle informazioni di cui dispone 
sugli effetti della sostanza in esame, alla propria esperienza e a considerazioni di tipo logistico, che possono anche 
portare a prolungare la somministrazione fin dopo lo svezzamento. È necessario interrompere la somministra
zione il giorno del parto nelle femmine che non hanno ancora dato alla luce tutti i figli. In genere si ritiene che la 
progenie sia esposta attraverso il latte materno; si deve, tuttavia, considerare l'esposizione diretta dei piccoli se 
non è comprovata la loro esposizione continua. Prove dell'esposizione continua possono essere ricavate da, ad 
esempio, informazioni farmacocinetiche, tossicità nella progenie oppure modifiche dei biomarcatori (28). 

OSSERVAZIONI 

Osservazioni sulle madri 

22.  Tutte le madri sono accuratamente esaminate almeno una volta al giorno per verificare le condizioni di salute, 
comprese la morbilità e la mortalità. 

23. Durante i periodi di trattamento e di osservazione si devono effettuare periodicamente esami clinici più approfon
diti (almeno due volte nel periodo di somministrazione durante la gestazione e due volte nel periodo di sommini
strazione durante la lattazione), utilizzando almeno dieci madri per ogni livello di dose. L'osservazione è eseguita, 
fuori dalla gabbia di stabulazione, da tecnici specializzati che non conoscono il trattamento cui sono sottoposti gli 
animali e applicano protocolli standard per ridurre al minimo lo stress degli animali, limitare il più possibile il 
condizionamento dell'osservatore e massimizzare l'attendibilità tra osservatori. Ove possibile, è preferibile che le 
osservazioni in un determinato studio siano effettuate dallo stesso tecnico. 

24.  I segni osservati devono essere riportati nella relazione, specificandone anche l'entità, ogniqualvolta sia possibile. 
Tra le osservazioni cliniche devono rientrare tutte le alterazioni della cute, del pelo, degli occhi e delle mucose, la 
comparsa di secrezioni e l'attività autonomica (ad esempio lacrimazione, piloerezione, ampiezza pupillare, ritmo 
respiratorio insolito e/o respirazione attraverso la bocca, anomalie nella minzione o nella defecazione). 

25.  Deve essere indicata nella relazione anche ogni risposta inusuale riguardante la posizione del corpo, il livello di 
attività (ad esempio maggiore o minore esplorazione della zona standard) e la coordinazione dei movimenti. 
Devono essere inoltre registrate le modificazioni dell'andatura (ad esempio andatura anserina, atassia), della 
postura (ad esempio gobba) e della reattività alla manipolazione, al posizionamento o ad altri stimoli ambientali, 
come pure la presenza di movimenti clonici o tonici, convulsioni o tremori, stereotipie (ad esempio toelettatura 
eccessiva, movimenti inusuali della testa, continuo girare in tondo) o comportamenti insoliti (ad esempio tendenza 
a mordere o tendenza eccessiva a leccarsi, automutilazione, marcia a ritroso, vocalizzazione) o aggressivi. 
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26.  I segni di tossicità vanno indicati nella relazione, insieme al giorno della loro insorgenza, ora del giorno, grado e 
durata. 

27.  Gli animali sono pesati al momento della somministrazione delle dosi almeno una volta alla settimana durante 
tutto lo studio, il giorno del parto o in prossimità di tale giorno e il giorno dello svezzamento (PND 21). Negli 
studi con sonda gastrica le madri sono pesate almeno con cadenza bisettimanale. Le dosi devono essere eventual
mente regolate al momento di ogni pesata. Il consumo di cibo va misurato almeno con cadenza settimanale 
durante la gestazione e la lattazione. Il consumo di acqua va misurato almeno con cadenza settimanale se gli 
animali sono esposti alla sostanza in esame attraverso l'acqua. 

Osservazioni sulla progenie 

28. Tutta la progenie è esaminata accuratamente almeno una volta al giorno per rilevare i segni di tossicità e determi
nare la morbilità e la mortalità. 

29. Durante i periodi di trattamento e di osservazione si devono effettuare esami clinici più approfonditi. L'osserva
zione della progenie (almeno un piccolo/sesso/nidiata) è eseguita da tecnici specializzati che non conoscono il trat
tamento cui sono sottoposti gli animali e applicano protocolli standard per ridurre al minimo il condizionamento 
dell'osservatore e massimizzare l'attendibilità tra osservatori. Ove possibile, è preferibile che le osservazioni siano 
effettuate dallo stesso tecnico. Si controllano almeno gli effetti descritti nei paragrafi 24 e 25, applicabili alla fase 
di sviluppo in osservazione. 

30.  Tutti i segni di tossicità vanno indicati nella relazione, insieme al giorno della loro insorgenza, ora del giorno, 
grado e durata. 

Indicatori fisici e dello sviluppo 

31. I cambiamenti degli indicatori dello sviluppo prima dello svezzamento (quali il dispiegamento del padiglione auri
colare, l'apertura degli occhi, l'eruzione degli incisivi) sono strettamente correlati al peso corporeo (30)(31), che 
può pertanto costituire il miglior indicatore dello sviluppo fisico. La misurazione degli indicatori di sviluppo è 
consigliabile quindi solo quando è comprovata l'utilità di tali dati. Il calendario per la verifica di questi parametri è 
indicato nella tabella 1. In funzione degli effetti previsti e dei risultati delle misurazioni iniziali, può essere consi
gliabile aggiungere altre date o effettuare le misurazioni in altre fasi dello sviluppo. 

32.  Quando si esamina lo sviluppo fisico è preferibile riferirsi all'età postcoitale anziché a quella postnatale (33). Se la 
progenie è sottoposta a prova il giorno dello svezzamento, si raccomanda di eseguire la prova prima dello svezza
mento vero e proprio, per evitare che lo stress associato a questo evento falsi la lettura degli effetti. Inoltre, gli 
esami della progenie da realizzarsi dopo lo svezzamento non si devono effettuare nei due giorni immediatamente 
successivi. 

Tabella 1 

Calendario per l'esame degli indicatori fisici e dello sviluppo, e degli endpoint funzionali/comporta
mentali (a) 

Età 
Endpoint Pre svezzamento (b) Adolescenza (b) Giovani adulti (b) 

Indicatori fisici e dello sviluppo 

Peso corporeo e osservazioni cliniche Settimanalmente (c) almeno ogni due 
settimane 

almeno ogni due 
settimane 

Peso del cervello PND 22 (d) alla fine 

Neuropatologia PND 22 (d) alla fine 

Maturazione sessuale — se opportuno — 

Altri indicatori dello sviluppo (e) se opportuno — — 
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Età 
Endpoint Pre svezzamento (b) Adolescenza (b) Giovani adulti (b) 

Endpoint funzionali/comportamentali 

Ontogenesi comportamentale almeno due misura
zioni   

Attività motoria (incluso l'adattamento) 1-3 volte (f) — una volta 

Funzione motoria e sensoriale — una volta una volta 

Apprendimento e memoria — una volta una volta 

(a) Questa tabella indica il numero minimo di misurazioni da eseguire. In funzione degli effetti previsti e dei risultati delle misu
razioni iniziali, può essere consigliabile aggiungere altre date (ad esempio, animali vecchi) o effettuare le misurazioni in altre 
fasi dello sviluppo. 

(b)  Si raccomanda di sospendere le prove sulla progenie nei due giorni successivi allo svezzamento (cfr. paragrafo 23). Date 
consigliate per le prove sugli adolescenti: PND 25 ± 2, per l'apprendimento e la memoria; PND 25 ± 2 per la funzione 
motoria e sensoriale. Date consigliate per le prove sui giovani adulti: PND 60-70. 

(c) Il peso corporeo deve essere misurato almeno due volte alla settimana quando la sostanza chimica è somministrata diretta
mente ai piccoli, in modo da regolare le dosi in base al rapido aumento ponderale che caratterizza questa fase. 

(d)  Se necessario, la pesatura del cervello e l'esame della neuropatologia possono essere effettuati prima (ad esempio, PND 11) 
(cfr. paragrafo 39). 

(e)  Occorre riportare nella relazione le misurazioni degli altri indicatori dello sviluppo eventualmente considerati oltre al peso 
corporeo (ad esempio, l'apertura degli occhi) (cfr. paragrafo 31). 

(f)  Cfr. paragrafo 35.  

33.  Si procede alla conta e all'identificazione del sesso dei piccoli vivi, quest'ultima effettuata tramite esame visivo o 
misurazione della distanza anogenitale (34)(35); ogni piccolo è pesato individualmente alla nascita o immediata
mente dopo, almeno una volta alla settimana durante l'allattamento e successivamente almeno una volta ogni due 
settimane. Per valutare la maturazione sessuale, si determina l'età e il peso corporeo di almeno un maschio e una 
femmina per lettiera quando si osserva la comparsa dell'apertura vaginale (36) o della separazione prepuziale (37). 

Ontogenesi comportamentale 

34. L'ontogenesi di determinati comportamenti è misurata in almeno un piccolo/sesso/lettiera nel periodo corrispon
dente all'età prescelta, utilizzando gli stessi piccoli in tutte le date stabilite per le misurazioni e per tutti i compor
tamenti esaminati. I giorni in cui si effettuano le misurazioni devono essere separati da intervalli regolari per defi
nire se il cambiamento dell'ontogenesi di un determinato comportamento è normale oppure è legato al tratta
mento (38). Tra i comportamenti di cui si può esaminare l'ontogenesi indichiamo, a titolo di esempio, il riflesso 
di raddrizzamento, la geotassia negativa e l'attività motoria (38)(39)(40). 

Attività motoria 

35.  L'attività motoria deve essere monitorata (41)(42)(43)(44)(45) nel periodo che precede lo svezzamento e nell'età 
adulta. Per l'esecuzione delle prove al momento dello svezzamento, cfr. paragrafo 32. La durata della sessione di 
prova deve essere tale da consentire di dimostrare l'adattamento intra-sessione dei controlli non trattati. È viva
mente raccomandato di usare l'attività motoria per esaminare l'ontogenesi comportamentale. In una prova di 
ontogenesi comportamentale, gli animali utilizzati nelle sessioni di prova prima dello svezzamento devono essere 
sempre gli stessi. La frequenza delle prove deve essere tale da consentire di esaminare l'ontogenesi dell'adattamento 
intra-sessione (44). A tale scopo, fino al giorno dello svezzamento incluso, possono essere necessarie tre o più 
sessioni di prova (ad esempio, PND 13, 17, 21). Si devono poi esaminare gli stessi animali, o altri componenti 
della stessa nidiata, anche in età adulta verso la fine dello studio (ad esempio, PND 60-70). Se necessario, è possi
bile aggiungere sessioni di prova in altre date. L'attività motoria va controllata tramite un apparecchio di registra
zione automatica, in grado di rilevarne sia l'aumento che la diminuzione (ciò vuol dire che il livello dell'attività di 
partenza misurata dall'apparecchio non deve essere così basso da escludere la possibilità di rilevarne la diminu
zione, né così alto da impedire di rilevarne l'aumento). Tutti gli apparecchi vengono testati secondo protocolli 
standard per assicurare, nella misura del possibile, l'affidabilità inter-apparecchio e inter-sessione. I diversi gruppi 
di trattamento devono essere assegnati ai vari apparecchi nel modo più equilibrato possibile. Ogni animale è 
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sottoposto a prova separatamente. I gruppi di trattamento vanno ripartiti sull'arco della giornata per tener conto 
dei ritmi circadiani di attività. Si cercherà in particolar modo di ridurre al minimo le variazioni delle condizioni 
sperimentali assicurandosi che non avvengano sistematicamente durante la somministrazione della sostanza. Tra 
le variabili che possono influire su molte misurazioni del comportamento, ivi compresa l'attività motoria, vi sono 
il livello sonoro, le dimensioni e la forma della gabbia, la temperatura, l'umidità relativa, l'illuminazione, gli odori, 
l'uso della gabbia di stabulazione o di una nuova gabbia e le distrazioni legate all'ambiente. 

Funzione motoria e sensoriale 

36.  La funzione motoria e sensoriale deve essere esaminata accuratamente almeno una volta negli animali adolescenti 
e una volta nei giovani adulti (ad esempio, PND 60-70). Per l'esecuzione delle prove al momento dello svezza
mento, cfr. paragrafo 32. Il numero di prove condotte deve essere sufficiente a garantire un campionamento quan
titativo adeguato delle modalità sensoriali (ad esempio, somato-sensoriale, vestibolare) e delle funzioni motorie (ad 
esempio, forza, coordinamento). Alcuni esempi di prove per valutare la funzione motoria e sensoriale: riflesso di 
spinta estensorio (46), riflesso di raddrizzamento (47)(48), calo del riflesso di trasalimento dopo stimolo sonoro 
(40)(49)(50)(51)(52)(53)(54) e potenziali evocati (55). 

Prove di apprendimento e memoria 

37.  Una prova di apprendimento associativo e di memoria deve essere condotta dopo lo svezzamento (ad esempio, 
25 ± 2 giorni) e nei giovani adulti (PND 60 e oltre). Per l'esecuzione delle prove al momento dello svezzamento, 
cfr. paragrafo 32. È possibile utilizzare le stesse prove o prove diverse per queste due fasi dello sviluppo. La scelta 
della o delle prove di apprendimento e memoria nei ratti svezzati e negli adulti è relativamente libera, purché si 
rispettino due criteri: in primo luogo, l'apprendimento deve essere esaminato osservando il cambiamento che 
avviene nel corso di ripetute prove o sessioni, oppure, per le prove che comportano un'unica sessione, con riferi
mento ad una condizione sperimentale che controlla gli effetti non associativi dell'esperienza di apprendimento; 
in secondo luogo, la o le prove devono includere una misurazione della memoria (a breve o lungo termine), oltre 
all'apprendimento iniziale (acquisizione), misurazione che però non può essere indicata nella relazione se non è 
accompagnata dalla misurazione dell'acquisizione ottenuta nella stessa prova. Se la o le prove di apprendimento e 
memoria dimostrano un effetto della sostanza chimica in esame, si può considerare il ricorso ad altre prove per 
escludere qualsiasi interpretazione fondata sulle alterazioni delle capacità sensoriali, motivazionali e/o motorie. 
Oltre a questi due criteri, si raccomanda che la scelta della prova di apprendimento e memoria si basi sulla 
comprovata sensibilità alla classe di sostanze chimiche in esame, sempre che tale informazione sia ricavabile dalla 
letteratura. Se non lo fosse, tra le prove che soddisfano i criteri summenzionati rientrano le seguenti: evitamento 
passivo (43)(56)(57), memoria spaziale associata al riconoscimento della posizione (Delayed-Matching-To-Position) 
per il ratto adulto (58) e per il neonato (59), condizionamento olfattivo (43)(60), labirinto acquatico di Morris 
(61)(62)(63), labirinto di Biel o Cincinnati (64)(65), labirinto a bracci radiali (66), labirinto a T (43), e acquisizione 
e ritenzione di un comportamento programmato (26)(67)(68). Altre prove descritte in letteratura si applicano ai 
ratti svezzati (26)(27) e agli adulti (19)(20). 

Esame autoptico 

38.  Le madri possono essere sottoposte a eutanasia dopo lo svezzamento della progenie. 

39.  La valutazione neuropatologica della progenie è eseguita sui tessuti degli animali soppressi con metodi non cruenti 
al ventiduesimo giorno dalla nascita (PND 22) o prima, in un giorno compreso tra PND 11 e PND 22, e al 
termine dello studio. I tessuti da esaminare negli animali sacrificati fino al PND 22 sono quelli cerebrali, mentre 
negli animali sacrificati alla fine sono sia i tessuti del sistema nervoso centrale (Snc) sia quelli del sistema nervoso 
periferico (SNP). Gli animali sacrificati il PND 22 o prima possono essere fissati per immersione o perfusione. Gli 
animali sacrificati al termine dello studio sono fissati per perfusione. Tutti gli aspetti della preparazione dei 
campioni tissutali, dalla perfusione degli animali alla dissezione dei campioni di tessuto, al trattamento dei tessuti, 
alla colorazione dei vetrini, devono seguire un modello sperimentale equilibrato, in cui ciascun lotto contiene una 
quantità di campioni rappresentativi di ogni gruppo-dose. Informazioni supplementari sulla neuropatologia si 
trovano nel documento di orientamento dell'OCSE n. 20 (9), e anche in (103). 

Trattamento dei campioni di tessuto 

40.  Si registrano tutte le anomalie macroscopiche osservate al momento dell'autopsia. I campioni di tessuto prelevati 
devono essere rappresentativi di tutte le regioni principali del sistema nervoso. Vanno conservati in un fissativo 
adatto e trattati in base a protocolli istologici standard pubblicati (69)(70)(71)(103). L'inclusione in paraffina per i 
tessuti del sistema nervoso centrale e di quello periferico è indicata, ma l'uso di osmio nella post fissazione oppure 
l'inclusione in una resina sintetica possono risultare mezzi più adatti quando è richiesto un grado più alto di riso
luzione (ad esempio, per nervi periferici, qualora si sospetti una neuropatia periferica, e/o per l'analisi 
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morfometrica dei nervi periferici). I tessuti cerebrali prelevati ai fini dell'analisi morfometrica devono essere inclusi 
in un mezzo adatto, simultaneamente per tutti i livelli di dose, per evitare la coartazione, artefatto che può insor
gere durante la conservazione prolungata nel fissativo (6). 

Esame neuropatologico 

41.  Le finalità dell'esame qualitativo sono le seguenti: 

i)  individuare le regioni del sistema nervoso che presentano segni inequivocabili di alterazioni neuropatologiche, 

ii)  individuare i tipi di alterazioni neuropatologiche derivanti dall'esposizione alla sostanza chimica in esame; e 

iii)  determinare la gravità delle alterazioni neuropatologiche. 

La ricerca delle alterazioni neuropatologiche è effettuata da un patologo debitamente formato mediante esame al 
microscopio di sezioni istologiche rappresentative dei campioni di tessuto. Ogni alterazione deve essere classificata 
assegnandole un livello di gravità soggettivo. Una colorazione con ematossilina ed eosina spesso è sufficiente per 
esaminare le sezioni cerebrali degli animali sacrificati il PND 22 o prima. Tuttavia, per le sezioni dei tessuti del 
sistema nervoso centrale e periferico prelevati da animali sacrificati al termine dello studio è raccomandata una 
colorazione per l'evidenziazione della mielina (ad esempio, luxol fast blu o cresil violetto) e un'impregnazione 
argentica (ad esempio, metodi di Bielschowsky o di Bodian). Spetta al patologo, in base alla propria esperienza e 
alla natura delle alterazioni osservate, decidere se utilizzare altre colorazioni per individuare e caratterizzare tipi di 
alterazioni particolari [ad esempio, proteina acida fibrillare della glia o istochimica della lectina per verificare le 
alterazioni gliali e microgliali (72), fluoro-jade per rilevare le necrosi (73) (74) o impregnazioni argentiche speci
fiche per le degenerazioni neurali (75)]. 

42.  È utile eseguire una valutazione morfometrica (quantitativa), poiché i dati che se ne ricavano possono servire a 
rilevare un effetto causato dal trattamento e ad interpretare le differenze di peso o morfologia del cervello ascrivi
bili al trattamento (76)(77). Si prelevano campioni di tessuto nervoso e li si prepara per la valutazione morfome
trica, che può consistere, ad esempio, in misurazioni lineari e della superficie di determinate regioni del cervello 
(78). Entrambe queste misurazioni si praticano su sezioni omologhe attentamente selezionate in base a indicatori 
microscopici affidabili (6). Il ricorso alla stereologia è utile per identificare gli effetti del trattamento su parametri 
quali il volume o il numero di cellule di determinate regioni neuroanatomiche (79)(80)(81)(82)(83)(84). 

43. L'esame cerebrale è teso a individuare qualsiasi segno manifesto di alterazioni neuropatologiche dovute al tratta
mento, su campioni prelevati all'uopo da tutte le principali regioni cerebrali (ad esempio, bulbi olfattivi, corteccia 
cerebrale, ippocampo, gangli basali, talamo, ipotalamo, mesencefalo — tetto, tegmento e peduncoli cerebrali -, 
ponte, midollo allungato, cervelletto), in modo da garantire un esame il più completo possibile. È importante che 
le sezioni siano prelevate nello stesso piano in tutti gli animali. Negli adulti sottoposti ad eutanasia al termine 
dello studio si prelevano sezioni rappresentative del midollo spinale e del sistema nervoso periferico. Le zone 
esaminate devono comprendere l'occhio, con il nervo ottico e la retina, il midollo spinale a livello del rigonfia
mento lombare e di quello cervicale, le fibre della radice dorsale e ventrale, il nervo sciatico prossimale, il nervo 
tibiale prossimale (a livello del ginocchio) e la ramificazione del nervo tibiale a livello dei muscoli del polpaccio. 
Per il midollo spinale e il nervo periferico, le sezioni devono essere sia trasversali che longitudinali. 

44.  La valutazione neuropatologica deve includere la ricerca di segni di danni a carico del sistema nervoso (6)(85)(86) 
(87)(88)(89), come pure di alterazioni cellulari (quali vacuolizzazione neuronale, degenerazioni, necrosi) e modifi
cazioni tissutali (quali gliosi, infiltrazione leucocitaria, formazione di cisti). A questo proposito, è importante 
distinguere gli effetti dovuti al trattamento dagli eventi normali dello sviluppo che notoriamente avvengono nella 
fase corrispondente all'età dell'animale al momento del sacrificio (90). Di seguito si elencano, a titolo illustrativo, 
alcune alterazioni significative che sono indice di danno verificatosi nel corso dello sviluppo: 

—  alterazioni delle dimensioni macroscopiche o della forma dei bulbi olfattivi, del cervello o del cervelletto, 

—  alterazioni delle dimensioni relative di varie regioni del cervello, in particolare aumento o diminuzione dovuti 
alla perdita o alla persistenza di popolazioni normalmente transitorie di cellule o a proiezioni assonali (ad 
esempio, strato germinativo esterno del cervelletto, corpo calloso), 

—  alterazioni della proliferazione, migrazione e differenziazione, rivelate da zone di apoptosi o necrosi eccessiva, 
popolazioni raggruppate o disperse di neuroni mal orientati o malformati oppure alterazioni delle dimensioni 
relative di vari strati delle strutture corticali, 
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— alterazioni dei modelli di mielinizzazione, in particolare la riduzione delle dimensioni complessive delle strut
ture mielinate o modifica della loro colorazione, 

—  segni manifesti di idrocefalia, in particolare ingrossamento dei ventricoli, stenosi dell'acquedotto di Silvio e 
assottigliamento degli emisferi cerebrali. 

Analisi della relazione tra le alterazioni neuropatologiche e la dose 

45.  Il seguente protocollo è raccomandato per le analisi neuropatologiche qualitative e quantitative. Si inizia col 
mettere a confronto le sezioni del gruppo trattato con la dose elevata e quelle del gruppo di controllo. Se non si 
riscontrano alterazioni neuropatologiche negli animali del gruppo trattato con la dose elevata, non occorre effet
tuare ulteriori analisi. In caso contrario, si procede all'esame degli animali trattati con le dosi intermedie e basse. 
Se lo studio sul gruppo trattato con la dose elevata è interrotto a causa del decesso degli animali o di effetti tossici 
di diversa natura non associati alla sostanza in esame, si ricercano allora alterazioni neuropatologiche nei gruppi 
trattati con le dosi intermedie e basse. Se si rilevano segni di neurotossicità nei gruppi trattati con le dosi più 
basse, occorre sottoporre questi gruppi all'analisi neuropatologica. Se dall'esame qualitativo e quantitativo risul
tano alterazioni neuropatologiche dovute al trattamento, occorre determinare in che misura l'incidenza, la 
frequenza e il livello di gravità delle lesioni o delle alterazioni morfometriche dipendono dalla dose (dose-dipen
denza), in base alla valutazione di tutti gli animali di tutti i gruppi trattati. Tutte le regioni del cervello che presen
tano qualsiasi segno di alterazione neuropatologica devono essere incluse in questa valutazione. Occorre descri
vere, per ciascun tipo di lesione, le caratteristiche su cui si basano i diversi livelli di gravità, indicando i criteri 
utilizzati per distinguerli. Si registra la frequenza e il livello di gravità di ciascun tipo di lesione e si effettua un'ana
lisi statistica per valutare la natura della relazione dose-risposta. Si raccomanda l'uso di vetrini codificati (91). 

DATI E RELAZIONE 

Dati 

46. I dati, riferiti separatamente e riassunti sotto forma di tabella, devono indicare per ogni singolo gruppo sperimen
tale i tipi di alterazioni e il numero delle madri, dei discendenti per sesso e delle nidiate che presentano ciascun 
tipo di alterazione. Se è stata eseguita un'esposizione diretta postnatale della progenie, occorre indicare la via, la 
durata e il periodo di esposizione. 

Analisi e interpretazione dei risultati 

47. L'obiettivo di uno studio della neurotossicità nella fase dello sviluppo è di fornire informazioni sugli effetti dell'e
sposizione ripetuta a una sostanza chimica durante lo sviluppo in utero e nella fase iniziale postnatale. Poiché lo 
studio evidenzia sia la tossicità generale che gli endpoint di tossicità per lo sviluppo, i risultati consentiranno di 
distinguere gli effetti sul neurosviluppo che si verificano in assenza di tossicità materna generale da quelli indotti 
solo da livelli che risultano tossici anche per le madri. La complessità delle interrelazioni tra il disegno sperimen
tale, l'analisi statistica e la significatività biologica dei dati esige che l'interpretazione dei dati sulla neurotossicità 
nella fase dello sviluppo sia avvalorata da un parere specialistico (107)(109). I risultati dello studio devono essere 
interpretati soppesandone la forza probante (20)(92)(93)(94). Si dovranno discutere gli eventuali tipi di effetti 
comportamentali o morfologici riscontrati, così come le prove della relazione dose-risposta. Questa caratterizza
zione dovrà includere i dati di tutti gli studi di valutazione della neurotossicità nella fase dello sviluppo, in partico
lare studi epidemiologici sull'uomo o rapporti di studi di casi e studi su animali sperimentali (ad esempio, dati 
tossicocinetici, informazioni sulla relazione struttura-attività, dati ottenuti da altri studi di tossicità). Dovrà inoltre 
essere stabilita la relazione tra le dosi della sostanza chimica in esame e la presenza, l'assenza, l'incidenza e la 
portata degli eventuali effetti neurotossici per ciascun sesso (20)(95). 

48.  L'analisi dei dati deve includere una discussione della significatività biologica e statistica. L'analisi statistica non 
deve determinare l'interpretazione, bensì fungere da strumento che serva a orientarla. L'assenza o la presenza di 
significatività statistica di per sé non vale a giustificare l'assenza o la presenza di effetti legati al trattamento. Per 
evitare eventuali falsi negativi e le difficoltà inerenti alla dimostrazione di un risultato negativo, occorre includere 
nella discussione dei risultati i dati storici di controllo e i dati di controllo positivi, soprattutto quando non si 
rileva alcun effetto ascrivibile al trattamento (102) (106). La probabilità di ottenere falsi positivi deve essere 
discussa alla luce dell'analisi statistica generale dei risultati (96). L'analisi deve comprendere l'eventuale relazione 
tra le alterazioni neuropatologiche e comportamentali osservate. 
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49.  Tutti i risultati devono essere analizzati applicando modelli statistici adatti al disegno sperimentale (108). La scelta 
di un'analisi parametrica o non parametrica deve essere giustificata non solo tenendo conto di fattori quali la 
natura dei dati (trasformati e non) e la loro distribuzione, ma anche considerando la solidità relativa dell'analisi 
statistica utilizzata. L'analisi statistica deve essere scelta in base alla finalità dello studio e al suo disegno sperimen
tale, in modo da limitare il più possibile errori di tipo I (falsi positivi) e di tipo II (falsi negativi) (96)(97)(104) 
(105). Se lo studio dello sviluppo utilizza specie multipare nelle quali si sottopongono a prova svariati piccoli per 
nidiata, il modello statistico deve tenere conto della nidiata, per evitare un eccesso di errori di tipo I (98)(99)(100) 
(101). L'unità statistica di misura è la nidiata e non il figlio e i modelli sperimentali devono essere concepiti in 
modo da escludere che piccoli della stessa nidiata siano considerati osservazioni indipendenti. Qualsiasi endpoint 
misurato varie volte nello stesso soggetto deve essere analizzato mediante modelli statistici che tengano conto 
della non indipendenza di tali misure. 

Relazione sulla prova 

50.  La relazione deve comprendere i seguenti dati. 

Sostanza chimica in esame: 

—  natura fisica e, ove pertinenti, proprietà fisico-chimiche; 

—  dati identificativi, compresa la provenienza; 

—  purezza del preparato e impurità note e/o attese. 

Mezzo disperdente (se del caso): 

—  motivazione della scelta del mezzo disperdente, se diverso dall'acqua o da una soluzione salina fisiologica. 

Animali sperimentali: 

—  specie e ceppo utilizzati, e giustificazione se la specie scelta è diversa dal ratto; 

—  fornitore degli animali sperimentali; 

—  numero, età all'inizio della prova e sesso degli animali; 

—  provenienza, condizioni di stabulazione, dieta, acqua ecc.; 

—  peso di ciascun animale all'inizio della prova. 

Condizioni sperimentali: 

—  criteri di selezione dei livelli di dose; 

—  criteri di selezione della via e del periodo di somministrazione delle dosi; 

—  dosi somministrate, caratteristiche del mezzo disperdente, volume e forma fisica del preparato somministrato; 

—  informazioni dettagliate sulla formulazione della sostanza chimica in esame/incorporazione nella dieta, sulla 
concentrazione finale, sulla stabilità e sull'omogeneità del preparato; 

—  metodo utilizzato per l'identificazione univoca delle madri e della progenie; 

—  descrizione dettagliata del o dei protocolli di randomizzazione utilizzati per assegnare le madri ai gruppi di 
trattamento, per selezionare i piccoli da eliminare dalla nidiata e per assegnare quelli restanti ai gruppi speri
mentali; 

—  modalità precise di somministrazione della sostanza chimica in esame; 

—  se del caso, equivalenza tra la concentrazione della sostanza chimica nel cibo, nell'acqua o inalata, espressa in 
ppm, e la dose effettiva, espressa in mg/kg di peso corporeo/giorno; 

—  condizioni ambientali, 

—  dettagli sul tipo di cibo e acqua (acqua di rubinetto, distillata); 

—  date di inizio e fine dello studio. 
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Protocolli di osservazione e protocolli sperimentali: 

— descrizione dettagliata dei protocolli utilizzati per standardizzare le osservazioni, accompagnata dalla descri
zione dei protocolli e delle definizioni operative impiegati per classificare le osservazioni; 

—  elenco di tutti i protocolli sperimentali utilizzati e giustificazione della loro scelta; 

— descrizione particolareggiata dei protocolli comportamentali/funzionali, patologici, neurochimici o elettrofisio
logici utilizzati, comprese informazioni e dettagli sugli apparecchi automatici; 

—  protocolli di taratura e di garanzia dell'equivalenza degli apparecchi; protocolli utilizzati per garantire la 
composizione equilibrata dei gruppi sottoposti al trattamento; 

—  breve motivazione delle decisioni che si fondano sul giudizio professionale. 

Risultati (individuali e di sintesi, comprese la media e la varianza se del caso): 

—  numero di animali all'inizio dello studio e numero al termine dello studio; 

—  numero di animali e nidiate utilizzati in ciascun metodo di prova; 

—  numero di identificazione di ciascun animale e nidiata di provenienza; 

—  dimensioni della nidiata e peso medio alla nascita per sesso; 

—  peso corporeo e variazioni del peso corporeo, compresi peso corporeo finale delle madri e dei figli; 

—  dati relativi al consumo di cibo e, se del caso, di acqua (ad esempio, se la sostanza chimica in esame viene 
somministrata con l'acqua); 

—  dati sulla risposta tossica per sesso e livello di dose, in particolare i segni di tossicità o mortalità, specificando 
il momento e la causa del decesso, se del caso; 

— natura, gravità, durata, giorno di esordio, ora del giorno e successivo decorso delle osservazioni cliniche detta
gliate; 

—  punteggio di ogni indicatore di sviluppo (peso, maturazione sessuale e ontogenesi comportamentale) al 
momento di ciascuna osservazione; 

—  descrizione dettagliata di tutte le osservazioni comportamentali, funzionali, neuropatologiche, neurochimiche, 
elettrofisiologiche per sesso, compresi gli incrementi e i decrementi rispetto ai controlli; 

—  reperti autoptici, 

—  peso del cervello 

—  ogni diagnosi formulata alla luce di lesioni e segni neurologici, ivi comprese malattie o condizioni spontanee; 

—  immagini di reperti emblematici; 

— immagini a debole ingrandimento che consentono di valutare l'omologia delle sezioni utilizzate per la morfo
metria; 

— dati sull'assorbimento e sul metabolismo, compresi dati complementari provenienti da uno studio di tossicoci
netica condotto separatamente, se disponibili; 

— elaborazione statistica dei risultati, compresi i modelli statistici utilizzati per l'analisi dei dati, e i risultati, indi
pendentemente dal fatto che siano significativi; 

—  elenco delle persone che hanno partecipato allo studio, specificandone la formazione professionale. 

Discussione dei risultati: 

—  informazioni sulla relazione dose-risposta, per sesso e gruppo; 

—  legame tra eventuali altri effetti tossici e le conclusioni circa il potenziale neurotossico della sostanza chimica 
in esame, per sesso e gruppo; 
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—  ripercussioni delle eventuali informazioni tossicocinetiche sulle conclusioni; 

—  analogie tra gli effetti osservati e quelli di eventuali sostanze neurotossiche note; 

—  dati a sostegno dell'attendibilità e della sensibilità del metodo di prova (vale a dire, dati storici di controllo e 
dati di controllo positivi); 

—  eventuale rapporto tra gli effetti neuropatologici e funzionali; 

—  NOAEL o dose di riferimento per madri e progenie, per sesso e gruppo. 

Conclusioni: 

—  discussione sull'interpretazione generale dei dati basata sui risultati, che espliciti la conclusione a cui si è 
giunti, ossia se la sostanza chimica esaminata abbia causato o meno neurotossicità nella fase dello sviluppo, 
con relativo NOAEL. 
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Figura 1 

Schema generale per le prove funzionali/comportamentali, la valutazione neuropatologica e la determinazione 
del peso cerebrale. Questo diagramma si basa sulla descrizione di cui ai paragrafi 13-15 (PND = giorno postna

tale). Alcuni esempi di suddivisione degli animali sono illustrati nell'appendice 1. 
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Appendice 1 

1.  Questa appendice contiene alcuni esempi di suddivisione degli animali, di cui si dà una descrizione e una sintesi 
sotto forma di tabella. Sono esempi che servono ad illustrare come l'assegnazione degli animali possa essere effet
tuata in vari modi nei diversi impianti sperimentali. 

Esempio 1 

2.  Si utilizzano 20 piccoli/sesso/livello di dose (ossia 1 maschio e 1 femmina per nidiata) per eseguire le prove pre 
svezzamento dell'ontogenesi comportamentale. Di questo gruppo, 10 piccoli/sesso/livello di dose (ossia 1 maschio 
e 1 femmina per nidiata) sono sacrificati con metodi non cruenti il ventiduesimo giorno dopo la nascita (PND 22). 
Se ne prelevano i cervelli, che sono poi pesati e preparati per essere sottoposti alla valutazione istopatologica. Si 
ricavano inoltre i dati ponderali dei cervelli non fissati dei restanti 10 maschi e 10 femmine per livello di dose. 

3. Si utilizzano altri 20 animali/sesso/livello di dose (ossia 1 maschio e 1 femmina per nidiata) per le prove funzio
nali/comportamentali post svezzamento (osservazioni cliniche dettagliate, attività motoria, riflesso di trasalimento 
dopo stimolo sonoro e prove della funzione cognitiva negli adolescenti) e per valutare l'età della maturazione 
sessuale. Di questi, 10 piccoli/sesso/livello di dose (ossia 1 maschio e 1 femmina per nidiata) sono anestetizzati e 
fissati mediante perfusione al termine dello studio (circa PND 70). Dopo un'ulteriore fissazione in situ, il cervello 
è prelevato e preparato per essere sottoposto a valutazione neuropatologica. 

4.  Per le prove della funzione cognitiva nei giovani adulti (ad esempio, PND 60-70), si utilizzano ulteriori 20 piccoli/ 
sesso/livello di dose (ossia 1 maschio e 1 femmina per nidiata). Di questi, 10 piccoli/sesso/livello di dose (ossia 1 
maschio e 1 femmina per nidiata) sono sacrificati al termine dello studio per poi prelevare e pesare il cervello. 

5.  I restanti 20 animali/sesso/gruppo possono essere utilizzati per eventuali prove supplementari. 

Tabella 1 

N. animale (a) 
N. piccoli assegnati alla prova Esame/prova 

m f   

1 5 20 m + 20 f Ontogenesi comportamentale   

10 m + 10 f Peso cervello neuropatologia/morfometria al PND 22   

10 m + 10 f Peso cervello al PND 22     

2 6 20 m + 20 f Osservazioni cliniche dettagliate   

20 m + 20 f Attività motoria   

20 m + 20 f Maturazione sessuale   

20 m + 20 f Funzione motoria e sensoriale   

20 m + 20 f Apprendimento e memoria (PND 25)   

10 m + 10 f Peso cervello/neuropatologia/morfometria nei giovani adulti 
~PND 70     

3 7 20 m + 20 f Apprendimento e memoria (giovani adulti)   

10 m + 10 f Peso cervello nei giovani adulti ~ PND 70 

4 8 — Animali di riserva per sostituzioni o prove supplementari 

(a)  In questo esempio le nidiate sono ridotte a 4 maschi + 4 femmine; i maschi sono numerati da 1 a 4 e le femmine da 5 a 8.  
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Esempio 2 

6.  Si utilizzano 20 piccoli/sesso/livello di dose (ad esempio, 1 maschio e 1 femmina per nidiata) per eseguire le prove 
pre svezzamento dell'ontogenesi comportamentale. Di questi, 10 piccoli/sesso/livello di dose (ossia 1 maschio e 
1 femmina per nidiata) sono sacrificati con metodi non cruenti l'undicesimo giorno dopo la nascita (PND 11). Se 
ne prelevano i cervelli, che sono poi pesati e preparati per essere sottoposti alla valutazione istopatologica. 

7. Si utilizzano 20 animali/sesso/livello di dose (ossia 1 maschio e 1 femmina per nidiata) per le prove post svezza
mento (osservazioni cliniche dettagliate, attività motoria, valutazione della maturazione sessuale e della funzione 
motoria e sensoriale). Di questi, 10 animali/sesso/livello di dose (ossia 1 maschio e 1 femmina per nidiata) sono 
anestetizzati e fissati mediante perfusione al termine dello studio (circa PND 70). Dopo un'ulteriore fissazione in 
situ, il cervello è prelevato, pesato e preparato per essere sottoposto a valutazione neuropatologica. 

8.  Per le prove sulla funzione cognitiva negli adolescenti e nei giovani adulti si impiegano 10 piccoli/sesso/livello di 
dose (ossia 1 maschio e 1 femmina per nidiata). Animali diversi sono utilizzati per le prove sulla funzione cogni
tiva al PND 23 e allo stadio di giovani adulti. Al termine dello studio i 10 animali/sesso/gruppo sottoposti alle 
prove da adulti sono sacrificati e il cervello è prelevato e pesato. 

9.  I restanti 20 animali/sesso/gruppo non selezionati per le prove sono sacrificati ed eliminati al momento dello 
svezzamento. 

Tabella 2 

N. animale (a) 
N. piccoli assegnati alla prova Esame/prova 

m f   

1 5 20 m + 20 f Ontogenesi comportamentale   

10 m + 10 f Peso cervello/neuropatologia/morfometria al PND 11 

2 6 20 m + 20 f Osservazioni cliniche dettagliate   

20 m + 20 f Attività motoria   

20 m + 20 f Maturazione sessuale   

20 m + 20 f Funzione motoria e sensoriale   

10 m + 10 f Peso cervello/neuropatologia/morfometria nei giovani adulti 
~PND 70     

3 7 10 m + 10 f (b) Apprendimento e memoria (PND 23) 

3 7 10 m + 10 f (b) Apprendimento e memoria (giovani adulti)    

Peso cervello nei giovani adulti 

4 8 — Animali sacrificati ed eliminati al PND 21 

(a)  In questo esempio le nidiate sono ridotte a 4 maschi + 4 femmine; i maschi sono numerati da 1 a 4 e le femmine da 5 a 8. 
(b) Piccoli diversi sono impiegati per le prove cognitive al PND 23 e allo stadio di giovani adulti (ad esempio, piccoli in sopran

numero nelle nidiate rispetto ai 20 prestabiliti).  

Esempio 3 

10.  Si utilizzano 20 piccoli/sesso/livello di dose (ossia 1 maschio e 1 femmina per nidiata) per determinare il peso del 
cervello e la neuropatologia all'undicesimo giorno (PND 11). Di questi, 10 piccoli/sesso/livello di dose (ossia 
1 maschio e 1 femmina per nidiata) sono sacrificati con metodi non cruenti il PND 11 e i cervelli sono prelevati, 
pesati e preparati per essere sottoposti alla valutazione istopatologica. Si ricavano inoltre i dati ponderali dei 
cervelli non fissati dei restanti 10 maschi e 10 femmine per livello di dose. 
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11. Si utilizzano altri 20 animali/sesso/livello di dose (ossia 1 maschio e 1 femmina per nidiata) per le prove di onto
genesi comportamentale (attività motoria), gli esami post svezzamento (attività motoria e valutazione dell'età della 
maturazione sessuale), e le prove della funzione cognitiva negli adolescenti. 

12.  Si utilizzano altri 20 animali/sesso/livello di dose (ossia 1 maschio e 1 femmina per nidiata) per le prove sulla 
funzione motoria e sensoriale (riflesso di trasalimento dopo stimolo sonoro) e per osservazioni cliniche detta
gliate. Di questi, 10 animali/sesso/livello di dose (ossia 1 maschio e 1 femmina per nidiata) sono anestetizzati e 
fissati mediante perfusione al termine dello studio (circa PND 70). Dopo un'ulteriore fissazione in situ, il cervello 
è prelevato, pesato e preparato per essere sottoposto a valutazione neuropatologica. 

13.  Si utilizzano ulteriori 20 piccoli/sesso/livello di dose (ossia 1 maschio e 1 femmina per nidiata) per le prove della 
funzione cognitiva nei giovani adulti. Di questi, 10 animali/sesso/gruppo (ossia 1 maschio e 1 femmina per 
nidiata) sono sacrificati al termine dello studio per poi prelevare e pesare il cervello. 

Tabella 3 

N. animale (a) 
N. piccoli assegnati alla prova Esame/prova 

m f   

1 5 10 m + 10 f Peso cervello/neuropatologia/morfometria al PND 11   
10 m + 10 f Peso cervello al PND 11 

2 6 20 m + 20 f Ontogenesi comportamentale (attività motoria)   
20 m + 20 f Attività motoria   
20 m + 20 f Maturazione sessuale   
20 m + 20 f Apprendimento e memoria (PND 27)     

3 7 20 m + 20 f Riflesso di trasalimento dopo stimolo sonoro (adolescenti e 
giovani adulti)   

20 m + 20 f Osservazioni cliniche dettagliate   
10 m + 10 f Peso cervello/neuropatologia/morfometria nei giovani adulti 

~PND 70 

4 8 20 m + 20 f Apprendimento e memoria (giovani adulti)   
10 m + 10 f Peso cervello nei giovani adulti     

(a)  In questo esempio le nidiate sono ridotte a 4 maschi + 4 femmine; i maschi sono numerati da 1 a 4 e le femmine da 5 a 8.   
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Appendice 2 

Definizioni 

Sostanza chimica: sostanza o miscela 

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