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Rezumat

Medicamentele si produsele fitosanitare, inainte de a fi lansate pe piata, trebuie testate din punct de vedere
al inocuitafii si toxicitafii, evaluandu-se riscul de imbolndvire pentru persoanele care fabrica, manipuleaza,
comercializeaza produsul, pentru animalele sau persoanele tratate si pentru consumatorii in hrana carora ajung

reziduurile din produs.

Studiile de toxicitate experimentald, dupa Milhaud si col., (1994), se clasifica in 7 grupe:

- studiul experimental al toxicitatii acute;

- studiul efectului iritant local si al sensibilizarii alergice;

- studiul efectelor mutagene;
- studiul toxicitatii subacute;

- studiul toxicitatii pe termen lung si a efectului carcinogen;
- studiul embriotoxicitatii si a efectelor asupra reproductiei;

- studii de ecotoxicitate.

Abstract

Before the authorization for comercialization both medical and phyto-sanitary products must be tested for
inocuity and toxicity, the risk assesment for persons working in drug industry, pharmacy, human beings and
animals treated with the product and for the consummers of food products with drug residues being studied.

The experimental studies of toxicity, after Milhaud et al., (1994), are classified in 7 groups

- acute toxicity study;

- study of local irritant and allergic potential;
-study of mutagenic effect;

- subacute toxicity study;

- chronic toxicity and carcinogenic potential;

-study of embriotoxicity and adverse effect on reproduction;

-study of ecotoxicity

Medicamentele, atat cele de uz uman céat
si cele de uz veterinar, precum si produsele
fitosanitare, inainte de a fi introduse in uzul
curent (lansate pe piata), trebuie testate din
punct de vedere al inocuitatji si toxicitatji.

Prin aceste teste se evalueaza riscul de
imbolnavire pentru persoanele care fabrica,

manipuleaza, comercializeaza produsul,
pentru persoanele tratate si  pentru
consumatorii  in  hrana carora ajung

reziduurile din produs.

Studiile de toxicitate experimentala se
clasifica in 7 grupe (Milhaud si col., 1994):

- tudiul experimental al toxicitatii acute;

- tudiul efectului iritant local si
sensibilizarii alergice;

- tudiul efectelor mutagene;

- tudiul toxicitatii subacute;

-studiul toxicitatii pe termen lung si a
efectului carcinogen;

- studiul embriotoxicitatii si a efectelor
asupra reproductiei;

- studii destinate protectiei mediului.
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Intrucat protocoalele de testare difera in
functie de autor, pe plan mondial se pune
problema uniformizarii acestora, astfel incat
testele sa fie recunoscute de toate tarile
care comercializeaza produsul.

Organizatia pentru Cooperare si
Dezvoltare Economica, care cuprinde tarile
puternic industrializate, a elaborat unele
protocoale standard.

in studiile de toxicitate se utilizeaza cel
mai frecvent rozatoare de laborator
(sobolani, soareci, iepuri) si carnivore.

Tendinta de limitare a experimentelor
pe animale a dus la dezvoltarea unor
“‘metode alternative”, de testare a toxicitafjii
pe culturi de celule, tesuturi sau embrioni.

Aceste metode alternative nu pot insa
inlocui in totalitate testele tradifionale pe
animale vii, avand unele dezavantaje legate
de: durata de supravietuire a culturilor,
alegerea parametrilor revelatori ai toxicitatii
si faptul ca o cultura de celule este un
sistem izolat.
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Toxicitatea acuta exprima efectele
nefaste care se manifesta intr-o perioada
data (obignuit 14 zile) dupa administrarea
unei doze unice de substanta. Indicatorii cei
mai utilizati pentru aprecierea toxicitatii acute
sunt:

- doza letala 50 (DLsy);

- concentratia letala 50 (CLsp) si

- doza maxima tolerabila (DMT).

DLs, este doza unica, calculata statistic,
la care mor 50% din animalele supuse
experientei. Se exprima in mg/kg.

CLs, reprezintda concentratia unei
substante, calculata statistic, care provoaca
dupa expunerea pentru o perioada definita,
moartea a 50% din animale intr-un interval
de timp determinat.

DMT este doza maxima care provoaca
semne de intoxicatie, fara a avea efecte
majore asupra supravietuirii.

Pentru determinarea DLsy se constituie
loturi cat mai omogene de animale: din
aceeasi susa, varsta si greutate apropiata si
repartitie egala pe sexe.

Se recomanda sa se lucreze cu loturi de
10 animale (5 masculi si 5 femele).

Lotului martor i se administreaza
excipientul substantei de testat.

Loturilor experimentale li se
administreaza doze crescatoare de toxic,
alese astfel incat doza cea mai mica sa
provoace moartea unui numar minim de
animale (1-2), iar doza cea mai mare sa
provoace moartea majoritatii animalelor, dar
nu a intregului lot.

Administrarea toxicului se face o singura
data, cu sonda, dupa o dieta de cel putin 6
ore.

Animalele sunt cazate la o temperatura
situata Tn zona confortului termic (22 + 3°C),
la o umiditate relativa de 30 — 70% si regim
de iluminare de 12 ore/ zi. Sunt {inute in
observatie 14 zile, timp 1in care se
inregistreaza simptomele si mortalitatea.

Se efectueaza examenul necropsic si
histopatologic la animalele care au murit
intoxicate. DLy, se calculeaza statistic, prin
metoda curbei etalon.

Calculul  este facilitat daca se
inregistreaza rezultatele pe hartie milimetrica
speciala, cu scara logaritmica.

Se poate determina DLs, si prin
administrarea toxicului pe cale parenterala
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(i.v., im., s.c.,, i.p. sau transcutanat),
mentionandu-se calea utilizata.

Pentru substantele gazoase sau cele
care se utilizeaza sub forma de aerosoli, se

poate determina DLsy prin inhalatie,
expunerea la toxic durand 4 ore.
In cazul produselor fitosanitare se

impune evaluarea toxicitatii pentru pasari
salbatice  (prepelita, potarniche, rata
salbatica), pesti si albine.

La pasarile salbatice testarea se face
pe tineret, toxicul administrandu-se fie in
doze unice, fie timp de 5 zile in hrana, in
concentratji crescatoare.

Alaturi de loturile experimentale se
utilizeaza un lot martor negativ, care
primeste hrana fara toxic si un lot martor
pozitiv, care primeste in hrana o substanta
a carei toxicitate este cunoscuta (de
exemplu, dieldrin).

Toxicitatea pentru pesti se exprima prin
CLso (concentratia substantei in apa, la care
mor 50% din pesti).

Aceasta variaza in functie de timpul de
expunere (24, 48 sau 96 ore), temperatura
apei, gradul de oxigenare si specia utilizata.

Cele mai sensibile sunt salmonidele:
Salmo gairdneri (pastravul curcubeu) s.a.

Toxicitatea pentru albine trebuie
determinata la toate insecticidele. DLsy se
exprima in ug produs/albina.

Determinarea dozei maxime
tolerabile (DMT) se face prin metoda
secventiala.

Tinand cont de informatiile disponibile
privind produsul, se administreaza
animalelor o prima doza, care n-ar trebui sa
determine decéat simptome minime.

Dupa supravegherea  atenta Si
asteptarea unui timp suficient, se
administreaza doze crescatoare, pana cand
se finregistreaza simptome evidente de
toxicitate (fara sa fie afectata
supravietuirea).

Metodele alternative, de determinare a
toxicitatii  “in vitro”, pe culturi celulare,
constau in aprecierea concentratiei toxicului
la care efectul este letal pentru celule si a
concentratiei la care apar anumite
modificari morfologice.

Pentru reducerea numarului de animale
de experienta, inainte de determinarea DLs
se recomanda utilizarea “testului limitd”
(“limit test”). Zece animale (5 masculi si 5
femele) primesc pe o cale determinata (oral
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sau parental) doza de 2 000 sau 5 000
mg/kg. Daca nici un animal nu moare, se
apreciaza ca DLsy este superioara celei
utilizate.

Daca nu moare nici un animal,
recurge la una din urmatoarele metode:

- determinarea intervalului de toxicitate
sau

- metoda secventiala, ascendentd sau
descendenta.

Determinarea intervalului de toxicitate
consta in administrarea de doze crescatoare
(de exemplu, 40, 200 si 1 000 mg/kg) la cate
un mascul si o femela.

In acest fel se poate aprecia ca DL50
este situata in intervalul 40 — 200 sau 200 —
1 000 mg/kg s.a.m.d., ceea ce permite ca la
determinarea DLsy sa se utilizeze un numar
mai mic de loturi experimentale.

Metoda secventiala consta
administrarea unei doze (d) la un animal.

Daca acesta supraviefuieste 24 ore, la un
alt animal se administreazd o doza
superioara de 1,3 ori (d x 1,3).

Daca si acesta supravietuieste, se
continua cud x 1,3 x 1,3 s.a.m.d., pana cand
animalul de experientd moare.

Daca animalul a murit la prima doza (d),
se continua experienta cu o doza de 1,3 ori
mai mica (d/1,3), pana la doza la care
animalul nu moare (Milhaud si col., 1995).

Metoda secventiala este preferabila
precedentei in pregatirea pentru
determinarea DLs,, deoarece numarul de
animale sacrificate este minim, iar intervalul
de toxicitate apreciat este mic (d —d x 1,3).

Determinarea actiunii iritante locale si
a sensibilizarii alergice are ca scop
protejarea persoanelor care manipuleaza
produsul, de la fabricatie pana la utilizare si
cunoasterea reactiilor locale ale pielii si
mucoaselor, care pot surveni dupa utilizarea
produsului.

Astfel de testari se fac indeosebi pentru
produse fitosanitare, medicamente topice,
cosmetice si  produse pentru igiena
corporala, de uz uman.

Actiunea iritanta asupra pielii se
testeaza pe iepure. Se utilizeaza 3 — 6
animale.

Produsul de testat se aplica pe pielea
intactd sau scarificata si se mentine in
contact 24 ore printr-un plasture, animalele
find mentinute in custi de contentie speciale
sau contentionate cu coliere speciale, care

se

in
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impiedica indepartarea produsului prin lins.
Se urmareste efectul local dupa o ora, 24,
48 si 72 ore.

Reactiile cutanate (eritem si/sau edem)
se noteaza dupa o grila propusa de Draize
(1971), de la 0 la 4. Daca “scorul” este > 2
(eritem bine definit, respectiv edem usor,
bine definit), produsul va purta “fraza de
risc” Rsg: “iritant pentru piele”.

Actiunea iritanta asupra globului
ocular se testeazd pe iepure, prin
depunerea a 100 mg produs in sacul
conjunctival al unui ochi.

Se inchid pleoapele si se maseaza
globul ocular 20 secunde. Ochiul congener
serveste ca martor.

Se urmareste efectul la o ora si zilnic,
pana la 7 zile. Se noteaza reactia corneei,
irisului si a conjunctivei, dupa grila propusa
de Draize (1971).

Daca “scorul” este > 2 pentru opacitate
corneeana si/sau > 1 pentru leziunile irisului
si/fsau > 2 pentru leziunile conjunctivei,
produsul poarta “fraza de risc” Rss, “iritant
pentru ochi”.

Daca produsul de testat este foarte
iritant pentru ochi, imediat dupa ce se
observa leziunile, globul ocular se spala cu
o cantitate mare de apa.

Actiunea iritanta pentru mucoase se
testeaza prin aplicarea a 100 mg produs pe
mucoasa peniana la iepure.

Rezultatele se citesc la 24 si 72 ore,
interpretarea facandu-se dupa aceleasi
criterii ca si pentru piele.

Pentru produsele topice care necesita
aplicari repetate, in special pentru cele
dermatologice, se poate urmari clinic si
histologic actiunea acestora dupa 20 si 90
zile de utilizare.

Testele de sensibilizare alergica
locala se efectueaza de preferinta pe
cobai. Se utilizeaza protocoale diverse, dar
indiferent  de metoda, experimentul
presupune doua etape:

- sensibilizarea animalului, prin contacte
unice sau repetate cu produsul (injectii
intradermice sau aplicatjii locale, ca si in
cazul testarii actiunii iritante);

- declansarea reactiei alergice, prin
recontact cu produsul, dupa o perioada de
repaus de cca. 15 zile, timp in care se
dezvolta reactia imunitara.
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Testarea se efectueaza pe cel putin 10
animale. Daca cel putin 30% reactioneaza
pozitiv, produsul se eticheteaza cu X,
purtand “fraza de risc” Ry “poate
determina sensibilizare prin contact cu
pielea” (Milhaud si col., 1995).

Actiunea fototoxica, constadnd in
capacitatea de a mari efectul razelor
ultraviolete asupra pieli si actiunea

fotoalergizanta se testeaza prin aplicarea
pe piele a produsului in cantitate de 1/4 - 3/4
din doza minima capabila de a produce
eritem, urmatd de iradierea cu UV si
inregistrarea efectului.

In cazul substantelor foarte acide (pH <
2) sau foarte alcaline (pH > 11,5) efectul
iritant este de la sine inteles, nefiind
necesara testarea.

Produsele de acest fel sunt incluse direct
in clasa X; (iritante).

In scopul reducerii numarului de animale
de experientd, se recomanda efectuarea
prealabila a testarilor pe un singur iepure.

Daca reactiile sunt foarte importante, nu
mai este necesara utilizarea a 3 — 4 animale.

Metodele alternative nu sunt finca
complet validate. Se utilizeaza:

-testul pe membrana corioalantoida de
embrion de gaina, in varstda de 10 zile,
apreciindu-se: coagularea proteinelor in si in
jurul vaselor sanguine.

Se estimeaza viteza aparitiei, gradul si
dimensiunile leziunilor; testul pe ochi
enucleat, constand in depunerea produsului
pe cornee si urmarirea efectului clinic si

histologic;
- testul pe culturi celulare, pentru
materiale biomedicale (catetere, sonde,

proteze). Mici bucati de material se introduc
in cultura de fibroblaste si se apreciaza

modificarile celulare prin examen
microscopic, dupa coloratje.
Studiul toxicitatii subacute a

medicamentelorare ca obiective:

- evidentierea efectelor nedorite care pot
surveni dupa administrarea repetata a unui
produs, ca urmare a actiunii cumulative sau
a altor mecanisme;

- precizarea naturii efectelor toxice, a
organelor {inta si a timpului de reversibilitate
a efectelor adverse;

- determinarea “dozei fara nici un efect
advers”.
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Durata testarii variaza in functie de
produs, dar nu trebuie sa depaseasca 1/10
din durata vietii animalelor de experienta.

De exemplu, pentru medicamente care
se administreaza timp de pana la 7 zile,
testarea dureaza 28 zile, pentru
medicamente care se administreaza 7 — 30
zZile, testarea dureaza 90 zile, iar pentru
medicamente care se administreaza peste
30 zile, ar fi necesara testarea timp de 6
luni.

Calea de administrare difera in functie

de calea de contaminare: orala,
transcutanata sau aeriana.
Metoda cea mai uzuala este

determinarea DLs, de 90 zile (DLs.90) la
sobolan, pe cale orala. Ca si in cazul DL
unice, se constituie loturi omogene, carora li
se administreaza doze diferite (crescatoare)
de toxic.

n plus, se utilizeaza un “lot satelit” de
minimum 10 animale, caruia i se
administreazd doza cea mai mare utilizata
la loturile experimentale.

Acest lot se {ine sub observatie inca 28
zile dupa expirarea perioadei de 90 zile,
pentru a urmari reversia manifestarilor de
intoxicatie. Toxicul se administreaza in
hrana, timp de 90 zile.

Hrana nu trebuie sa contina substante
cu actiune cumulativa (altele decat cea de
testat), ca: micotoxine, reziduuri de
pesticide etc.

Animalele se examineaza clinic zilnic,
urmarind  aspectul  pielii, mucoaselor,
globilor oculari, ritmul respirator,
comportamentul, vivacitatea etc.

Se fac cantariri saptaménale si se
determina cantitatea de furaj consumata.
Se efectueaza examenul oftalmologic la
inceputul si la sfarsitul experientei.

Se inregistreaza mortalitatea pe durata
experientei si se calculeaza statistic DLs.
90, dupa metoda curbei etalon.

Se efectueaza examenul necropsic
minutios si examenul histopatologic, la
toate animalele moarte, inclusiv cantarirea
organelor interne.

La sfarsitul experientei se sacrifica toate
animalele ramase in viata (cu exceptia
“lotului satelit), efectudndu-se examenul
hematologic si biochimic sanguin si urinar.

Examenul anatomopatologic complet
(inclusiv histopatologic) se efectueaza la
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lotul martor si la lotul care a primit cea mai
mare doza de toxic.

Rezultatele se vor exprima statistic.

Doza cea mai mare la care nu se
inregistreaza modificari ale nici unuia dintre
parametrii mentionati este considerata “doza
fara efect advers”.

La examenul anatomopatologic se
acorda o atentie deosebita leziunilor care ar
putea sugera efectul cancerigen al
substantei: necroze hepatice si renale,
hiperplazia canalelor biliare, proliferari
celulare anormale, noduli de regenerare etc.

Pentru evaluarea riscului de intoxicatie a
personalului care manipuleaza produse
chimice sau pesticide, se utilizeaza o
varianta a testului constdnd in aplicarea
toxicului pe pielea rasa (pe cel mult 1/10 din
suprafata corporald), zilnic, timp de 28 zile la
sobolan.

Evaluarea toxicitati  prin  inhalatie
presupune expunerea zilnica a animalelor,
timp de 6 ore.

Pentru evaluarea
intdrziate a organofosforicelor Organizatia
pentru Cooperare si Dezvoltare Economica

neurotoxicitatii

recomanda testul de 90 zile, pe gaini

adulte. Se constituie loturi de 6 gaini adulte
(de 9 luni), care n-au fost crescute in baterii
si nu prezinta tulburari locomotorii.

Se administreaza oral sau injectabil cate
o singura doza de toxic, situata n jurul DLso,
astfel incat una din doze sa permita
supravietuirea a cel putin 3 pasari, timp de
21 zile. Dupa 21 zile se repeta administrarea
aceleiasi doze.

Nu se iau in considerare manifestarile de
intoxicatie acuta, care apar pana la 48 — 72
ore de la administrare.

Pentru prevenirea mortalitatii este permis
tratamentul cu atropina.

Se noteaza tulburarile locomotorii care
apar intre a 3-a si a 21-a zi, dupa fiecare
administrare.

La sfarsitul perioadei de 90 zile, pasarile
se sacrifica si se examineaza histologic
maduva spinarii si nervii sciatici, pentru a
exclude tulburarile locomotorii datorate bolii
lui Marek.

Pentru evaluarea actiunii cumulative a
unui toxic se calculeaza indicele de
cronicitate (IC), reprezentand raportul dintre
DLsg si DLsg.g9. Teoretic, IC poate avea valori
cuprinse intre 1 — 90. In practica insa nu
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exista substante total necumulative (IC = 1),
nici substante total cumulative (IC = 90).

Conventional se considera ca sunt
cumulative substantele cu IC>2. Printre cele
mai cumulative toxice se numara raticidele
cumarinice (Warfarina, IC = 20,8), unele
chimiosterilizante (Metepa, IC 18,1),
insecticidele organoclorurate (Dieldrin, IC =
12,8) etc.

Determinarea actiunii mutagene.
Mutatiile pot afecta celulele germinative sau
somatice.

Primele se transmit la descendentj,
putdnd determina aparitia de anomalii

(teratogeneza).

Mutatile somatice pot duce Ia
dezvoltarea tumorilor maligne, existdnd o
stransa corelatie intre  actiunea

mutagena si actiunea cancerigena.

Aceasta observatie a permis inlocuirea
testelor de carcinogenitate pe animale de
laborator, care sunt costisitoare si necesita
timp indelungat, cu testele de mutageneza
(Hayes, 1989; Milhaud si col.,1994).

Se cunosc trei tipuri de teste de
mutageneza:
teste de mutatii genice;
teste de mutatii cromozomiale;
teste de explorare a mecanismelor

de reparatie a AND.

Dintre testele de mutatii genice, cel mai
cunoscut este testul propus de Ames si
Mc. Cann (1976), constadnd in utilizarea
unor suse de Salmonella typhimurium (Tgg,
T1oo, TA1535, TA1537), care nu se pot dezvolta
pe medii fara histidina.

Intr-o placa Petri (martor) cu mediu de
cultura solid, lipsit de histidina, se
insdmanteaza 10° bacterii.

in alte 3 placi cu acelas mediu nutritiv
se plaseaza rozete sau godeuri cu
concentratii diferite ale substantei de testat
si se insamanteaza, aceeasi tulpina de S.
typhimurium, in aceeasi doza ca si in placa
martor.

Dupa incubarea la 37°C, 24 ore, in
placa martor se dezvolta 10 — 30 colonii,
datorita aparitiei de mutante spontane
(revertante), capabile sa se dezvolte fara
histidina.

Testul este pozitiv (substanta este
mutagend) daca in placile care contin
substanta de testat se dezvoltd un numar
mare de colonii (revertante), proportional cu
concentratia substantei.
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Pentru aprecierea mai fidela a efectului
mutagen asupra mamiferelor, se utilizeaza
teste pe linii standard de culturi celulare de
hamster, soarece sau om.

Testele pentru evidentierea mutatiilor
cromozomiale si testele de explorare a
mecanismelor de reparatie a AND sunt mai
laborioase si necesita experienta in domeniul
citogeneticii, dar legislatia europeana impune
efectuarea lor pentru medicamentele de uz
uman.

Mutatiile cromozomiale pot fi depistate
prin prelevarea de celule din maduva osoasa
a unui hamster tratat si evidentierea
anomaliilor cromozomiale sau, mai simplu,
prin aprecierea proportiei de eritrocite tinere
in care persista resturi nucleare.

Studiul toxicitatii pe termen lung si a
efectului cancerigen are aceleasi obiective
ca si metoda anterioara, iar protocolul utilizat
este apropiat celui pentru DLsg.go.

Administrarea toxicului si Tnregistrarea
efectelor dureaza mai mult de 1/10 din viata
animalelor de experienta: 6 luni, 1 an sau 2
ani.

Examenele oftalmologice, biochimice si
hematologice se efectueaza din 3 in 3 luni
sau din 6 in 6 luni, cand studiul dureaza 2
ani. Reversibilitatea efectelor toxice se
urmareste la “lotul satelit”, care a primit doza
cea mai mare de toxic.

La sfarsitul perioadei experimentale se
sacrificda 50% din  supraviefuitori, se
iregistreaza leziunile, iar dupa cel putin 28
zile se sacrifica restul efectivului, urmarindu-
se capacitatea de regenerare a organelor
lezate.

Studiul fiind foarte costisitor, se utilizeaza
doar pentru substante cu efecte toxice
tardive, puternic cumulative sau care
determina anumite efecte particulare, putin
cunoscute.

Testarea actiunii cancerigene necesita
un protocol riguros si foarte costisitor,
impunand masuri deosebite privind:

puritatea produsului de testat si calitatea
hranei administrate;

cunoasterea susceptibilitati susei de
animale de experienta fata de tumori
spontane;

profilaxia bolilor infectioase: utilizarea de
animale indemne de germeni patogeni, custi
sterilizate, ventilatia cu aer filtrat si tratat cu
UV etc (Hayes, 1989).
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Loturile experimentale sunt constituite
din cel putin 50 animale, separate pe sexe.

Supravegherea animalelor se
efectueaza pe toata durata Vvietii
(conventional, 18 luni la soareci si 2 ani la
sobolani) sau pana cand mor 75 — 80% din

animale, din fiecare lot. Se efectueaza
examene hematologice si  biochimice
periodice, iar animalele moarte sau

sacrificate se examineaza anatomo-
histopatologic.

Astfel de studii se efectueaza doar
atunci cand sunt cu adevarat
indispensabile, luand in considerare:

- structura produsului;

- rezultatele testelor de mutageneza;

- rezultatele observatiilor din cadrul
determinarii DLsg.g0;

Si

- conditile de utilizare si indicatiile
produsului.
Ca metode alternative se utilizeaza

testele de carcinogeneza pe pesti (platica,
pastrav), la care se dezvolta usor tumori

hepatice si teste pe scoici, care pot
concentra toxicele.
Studiul embriotoxicitatii si  al

efectelor asupra reproducerii. In cazul
substantelor susceptibile de a fi toxice
pentru embrioni sau fetusi se urmaresc:
embrioletalitatea si teratogenitatea.

Embriotoxicitatea se exercita cel mai
bine 1n perioada multiplicarii zigotului
(blastula), scazadnd odata cu avansarea
gestatiei.

Teratogeneza, tradusa prin aparifia de
malformatii, se manifesta doar in perioada
de organogeneza (in prima treime a
gestatiei).

La femelele domestice, perioada de
sensibilitate la produsele teratogene este
situata intre a 5-a — a 15-a zi de gestatie la
pisica, intre a 8-a — a 24-a zi la catea, a 9-a
— a 35-a zi la la scroafa si pana in a 3-a
saptamana la oaie. La femeie, perioada de
risc maxim este intre a 13-a — a 50-a zi.

Embrioletalitatea poate masca uneori
teratogenitatea, cele doua efecte fiind
strans legate.

Testarea teratogenitatii se face pe
loturi de 20 sobolance sau soricioaice
gestante, sau pe 12 - 20 iepuroaice.
Toxicul se administreaza o singura data,
intre zilele 3 — 15 de gestatie la soricioaica
si sobolanca si intre zilele 6 — 18 de
gestatie la iepuroaica.
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Femelele se sacrifica inainte de data
fatarii (ziua a 18-a la soricioaica, a 19-a la
sobolanca si a 28-a la iepuroaica, pentru a
evita consumul nou-nascutilor malformati de
catre femele.

Se inregistreaza: numarul de corpi
galbeni, numarul de fetusi vii, fetusi mortj,
resorbiii embrionare, greutatea fetusilor si a
placentelor.

Se efectueaza examenul extern al
fetusilor, cu lupa, dupa care acestia sunt
impartiti In doua loturi.

Jumatate din fetusi sunt imersati in lichid
Bouin, apoi sunt sectionati transversal,
pentru evidentierea anomaliilor organelor
interne.

Al doilea lot este cufundat in alcool de
70°C, supus unui tratament alcalin, care face

tesuturile moi  transparente, apoi se
efectueaza coloratia cu alizarina.
Colorantul se fixeaza pe schelet,

evidentiind anomaliile acestuia si tulburarile
de osificare.

Efectele toxicelor asupra reproducerii mai
sunt urmarite prin:

-studierea parametrilor reproducerii pe
mai multe generatii;

-studierea fecunditaji
femele;

-urmarirea toxicitatii asupra fetusului in
perioada peri- si postsnatala.

Dintre metodele alternative, cele mai
bune rezultate se obtin prin testele pe
culturi de embrioni de mamifere. Cei mai
utilizati sunt embrionii de sobolanca,
prelevati in ziua a 9-a de gestatje.

Embrionii se cultiva timp de 48 ore “in
vitro”, in mediu cu substanta de testat.
Tulburarile de dezvoltare se pot decela prin
examinare cu lupa.

Daca produsul de testat nu este solubil in

la masculi si

mediu sau nu penetreaza embrionii,
rezultatele pot fi fals negative.
S-au mai propus teste de

embriotoxicitate efectuate pe oua sau
amfibieni, pesti, insecte, moluste, insa nu
sunt inca validate.

Studiul efectelor toxice asupra
sistemului imunitar. Sunt cunoscute
efectele imunosupresoare sau imunotoxice
ale unor medicamente (tetracicline,
aminozide, cloramfenicol, fenobarbital
clorpromazina) si toxice exogene: Pb, Hg,

28

Medicamentul veterinar / Veterinary drug

Year 1, No. 2. December 2007

Cd, hidrocarburi aromatice halogenate etc.
Imunotoxicitatea se manifesta prin:

- scaderea rezistentei la infectii
experimentale sau la implantul de tumori;

- perturbarea maturarii si diferentierii
limfocitelor T;

- inversarea raportului CD,*/CDs’;

- efect toxic direct asupra macrofagelor;

- inhibitia  functiilor  polinuclearelor
neutrofile;
- scaderea concentratiei unor

imunoglobuline si

- cresterea incidentei leucemiei acute
(Hayes, 1989; Milhaud si col., 1994).

Pentru evidentierea efectului
imunosupresor, Descotes (1992) a propus 3
etape:

- etapa de “screening” primar;

- etapa evaluarii functionale
raspunsului imun;

- confirmarea perturbarilor functionale.

Prima etapa se realizeaza odata cu
testarea toxicitatii subacute sau cronice
(DLsogo), pe baza numerosilor parametri
studiati cu aceasta ocazie.

Se poate suspecta efectul imunotoxic al
produsului de testat, pe baza urmatoarelor
date:

- modificarile ponderale si morfologice
ale organelor interne;

a

- examene imunohistochimice ale
tesuturilor limfoide;

- numarul eritrocitelor si formula
leucocitara;

- dozarea imunogobulinelor serice;

- numarul leucocitelor Si al

subpopulatiilor limfocitare: limfocite B, Th
(CD,"), Ts (CDg").

In etapa a ll-a se efectueaza teste
specifice pentru imunitatea umorala si
celulara, “in vitro” si “in vivo”.

in etapa a lll-a se utilizeaza fie teste
complementare celor din etapa a ll-a, fie
verificarea “in vivo” a rezistentei la infectii
sau la tumori implantate.

Teste de ecotoxicitate. Aprecierea
efectelor nocive ale pesticidelor si ale
diversilor poluanti chimici asupra mediului
inconjurator se realizeaza prin trei categorii
de teste de ecotoxicitate:

- teste simple,
directa;

- teste integrate;

- teste in conditii “de teren” (in
ecosisteme naturale).

de ecotoxicitate
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Studile de ecotoxicitate urmaresc
evidentierea efectelor nocive induse direct,
de catre produsul de testat, ca si a actiunii
metabolifilor acestuia, a capacitatii de
acumulare si in special de “magnificatie”
biologica (cresterea succesiva a
concentratiei reziduurilor in lungul lanturilor
trofice).

S-a stabilit existenta unei corelatii intre
proprietatile fizico-chimice ale substantelor
(solubilitate, tensiune superficiala, rezistenta
la reactii de hidroliza si oxido-reducere) si
actiunea lor asupra mediului.

Testele de ecotoxicitate directa
constau in urmarirea efectului produsului de
testat asupra unei singure specii, intretinuta
intr-un biotop simplificat (artificial).

Cel mai frecvent se utilizeaza organisme
acvatice: alge, purici de balta (Daphnia
magna), pesti (pastrav, crap etc.).

Se determina concentratia in apa a
produsului, la care este inhibata dezvoltarea
a 50% din indivizi (Clsp) sau concentratia
letala pentru 50% din indivizi (CLsy).

In functie de durata expunerii exista teste
de ecotoxicitate imediata (expunere de 24 —
96 ore) si teste pe termen mediu (expunere

de 14 — 28 zile).
Testele integrate urmaresc efectul
toxicului asupra unor microecosisteme

artificiale sau asupra unor lanturi trofice.

De exemplu, se introduce toxicul in balti
artificiale cu o suprafata determinata (cca.
50m2), in anumite concentratii, urmarindu-se
actiunea asupra ecosistemului pe o perioada
de 3 luni — 1 an, comparativ cu o balta
martor, fara toxic.

Se mai pot utiliza custi din grilaj metalic
care separa anumite specii de restul
ecosistemului.

Studiile de ecotoxicitate in conditii de
teren se fac dupa aplicarea produsului de
testat pe anumite culturi agicole, urmarindu-
se efectele asupra faunei utile si asupra celei
daunatoare.

In cadrul studiilor de ecotoxicitate se mai
urmareste procesul de biodegradare si de
bioacumulare a toxicului.

Produsele care se biodegradeaza in
proportie de peste 70% in 28 zile sunt
considerate usor biodegradabile.

Bioacumularea este corelata direct cu
liposolubilitatea.
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Comportamentul toxicului in sol depinde
de proprietatile fizico-chimice si incarcatura
in substante organice ale acestuia.

Se efectueaza studii privind adsorbtia
toxicului, spalarea acestuia pe coloane de
sol, fotodegradarea, metabolizarea, timpul
de injumatatire, influenta asupra biomasei
solului etc.
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