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L’ipotesi che 1’esposizione a sostanze inquinanti in grado di alterare I’equilibria de] sistema endocrino possa
avere effetti sulla riproduzione umana e SUI1Osviluppo 2 attualmente oggetto d’interesse nella comunit~ scientific.
Particolare attenzione & stata indirizzata ai pesticidi organoclorurati a hrnga persistenza nell ‘ambiente e negli
organismi, per i quali esistono numerose evidenze di effetti nocivi per la riproduzione, negli studi di tossicologia
sperimentale. L’insetticida Iindano (1’isomero-y dell’esaclorocicloesano), largamente utilizzato prima degli anni ‘80,
non 5 stato fino ad oggi adeguatamente valutato per un possibile rischio riproduttivo a lungo terrnine. In questa
rassegna ~ stata pertanto effettuata una revisione critics dells Ietteratura scientific sugli effetti di questo principio
attivo SU1sistema riproduttivo maschile e femminile, sulla gravidanza e SU11Osviluppo. Attraverso un’analisi del
consumo di prodotti a base di lindano e una valutazione dei livelli di questo principio attivo nell’ambiente e nei
liquidi e tessuti biologici, con particolare riguardo alla situazione italiana, sono stati detlniti i possibiIi periodi di
maggiore esposizione (armi 1960-70) a quest’insetticida. 11presente rapporto intende costituire uno strumento di
lavoro per chi compie studi di tossicologia sperimentaIe e di epidemiologic, per la prevenzione dei rischi riproduttivi
negli ambienti di vita e di lavoro.
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The insecticide lindane: identification of possible risks for human reproduction.
Maria Elsa Traina, Elisabetta Urbani, Michele Rescia, Alberto Mantovani
2001, 59p. Rapporti ISTISAN 01/3 (in Italian)

A growing international concern exists about the potential harm to human reproduction caused by pollutants able
to interfere with the endocrine system. Particular interest is addressed to organochlorine pesticides persisting in the
environment and organi sins; such compounds are extensive y studied for their adverse effects on reproductive
functions and development of laboratory animals. The insecticide lindane (the y-isomer of hexachlorocyclohexane),
widely used before the 80s, has yet to be adequately evaluated as regards the possible reproductive risk. The present
report contains a critical revision of the available scientitlc literature about lindane effects on the male and female
reproductive systems, pregnancy and development. Besides, the possible higher exposure periods to this pesticide
(years 60s-70s) have been determined through the analysis of the lindane products consumed and the evaluation of
the active ingredient levels in the environment and in the tissues and biological fluids, with particular regard to Italy.
The present review aims at supporting further toxicological and epidemiological studies to assess the possible
reproductive risk posed by environmental and professional exposure to chlorinated insecti tides.

Key words: Lindane, Human reprodue~i$n, Toxicological risk, Prevention
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INTRODUZIONE

Alcuni inquinanti ambientali sono in grado di alterare l’equilibria del sistema endocrino
negli animali e nell’uomo con conseguenze talvolta irreversibili SU11Osviluppo e la funzionalith
di diversi apparati; in particolare il sistema riproduttivo & stato identificato come un bersaglio
particolarmente suscettibile. Per indicare queste sostanze si usa il terrnine di xeno-ormoni o, piu
comunemente, il termine inglese Endocrine-Disrupting Chemicals, EDC (Toppari et a!, 1995).

Negli anni 1960-1970 era stata messa in evidenza nei modelli sperimentali in vivo e in vitro
“l’ estrogenicith” di un certo numero di inquinanti ambientali quali 1’o,p’-DDT, il kepone, il
metossicloro, i derivati fenolici e i bifenili policlorurati (PCB) . Negli ukimi anni, in seguito
all’ introduzione di nuovi metodi di screening, si sono aggiunti all’ elenco altri pesticidi e
composti di origine industrial quali il toxafene, la dieldrina, 1’endosulfan, alcuni derivati
alchilfenolici, il benzilbutilftalato e il bisfenolo-A (Soto et aL, 1995; Thomas, 1998), inoltre,
crescente attenzione stanno ricevendo i composti tireostatici.

A destare preoccupazione non sono solo i dati sperimentali; alterazioni quali anomalie
morfologiche del tratto genitale esterno, riduzione dells fertilit?i e alterazioni del
comportamento sono state infatti osservate in animali selvatici (pesci, uccelli, mamrniferi) e
sono state associate alla presenza di alcuni inquinanti a lungs persistenza quali gli
organoclomrati (Tyler et al., 1998; Vos et al., 2000). Gli studi di tossicologia sperimentale in
vivo e in vitro hanno evidenziato, per alcuni di questi composti, meccanismi d’ azione diversi,
ma sempre riconducibili ad un’ attivit~ SU1l’omeostasi degli ormoni sessuali.

Le molecole che possiedono un’attivitii antiandrogenica sono di particolare interesse per la
patogenesi di effetti indotti da esposizioni avvenute in periodi critici per 10 sviluppo
morfologico e funzionale del sistema riproduttivo. L’ azione di queste molecole pub essere
mediata dal legame con i recettori ormonali; altri meccanisrni possono invece coinvolgere la
sintesi o l’attivit~ degli ormoni sessuali o alterare la funzionalith delle ghiandole endocrine o
degli organi e tessuti bersaglio.

L’ ipotesi che effetti SU11O sviluppo e sulla funzionalitii de] sistema riproduttivo
(evidenziabili anche a lungo termine) possano verificarsi nell’uomo per esposizioni a EDC 2
attualmente oggetto d’ attenzione nella comunita scientific. Sembrano sostenere quest’ ipotesi
le osservazioni SU1l’aumentata incidenza in alcuni Paesi del Nerd-Europa, di patologie
malformative, funzionali e tumorali del tratto riproduttivo maschile (Skakkebaek & Keiding,
1994; Adami et al., 1994) e, piti recentemente, le osservazioni SU1ritardo di sviluppo in bambini
esposti ai PCB. (Brouwer et al., 1995; Jacobson & Jacobson, 1996).

Tra gli inquinanti ambientali gli EDC occupano pertanto un posto prioritario. Gli effetti SUI
sistema riproduttivo possono essere indotti da una esposizione prenatale e/o necmatale e
manifestarsi (ed essere quindi osservabili) dopo un Iungo periodo di latenza, al raggiungimento
dells maturith sessuale e inoltre non possono essere esclusi rischi anche a bassi livelli di
esposizione.

La normativa dell’ Unione Europea, per la classificazione e l’etichettatura delle sostanze e

dei preparati pericolosi per la salute dell’uomo e/o per l’ambiente, i2 stata nel 1993 estesa agli

effetti sulla fertilith e SU11Osviluppo (Direttiva 93/21/CEE dells Cornmissione del 27 aprile
1993, 18° adeguamento dells Direttiva di base 67/548).

Per le sostanze introdotte SU1 mercato successivamente alla normativa, l’informazione
tossicologica fomita dai produttori 5, nella gran parte dei casi, sufficient per definire un
eventuale rischio per la riproduzione e 10 sviluppo, poich4 nel torso degli anni i protocolli



sperimentali proposti dalle agenzie sono stati modificati con 1‘introduzione di indicator di
tossicith piu sensibili e“ specifici. A liwello dell’ OECD (Organisation de Coop&ration et de
Dt%eloppement Econorniques, http: //www.oecd.org/ehs, ultima consultazione 5/4/200 1) a in
torso un programma di aggiornamento delle linee guida tossicologiche per una migliore
caratterizzazione de.gli effetti endocrini e anche su altri sistemi (es. sistema nervoso), Questa
condizione non sempre si realizza per le sostanze introdotte SU1mercato negli anni precedent la
norrnativa; ad esempio alcuni parametri tradizionalmente utilizzati negli studi ad una o piii
generazioni, quali 1’indite di fertilit~, sono risultati poco sensibili per la valutazione degli
effetti riproduttivi nei roditori, rispetto ai parametri seminologici o istologici (ad esempio
Nagao et al., 2000).

Alla lute delle considerazioni esposte precedentemente assumono quindi particolare
interesse le sostanze a lunga persistenza nell’ ambiente e nei tessuti biologici, introdotte SU1
territorio italiano gih da diversi anni, e che non sono state fino ad oggi adeguatamente valutate
per un probabile rischio riproduttivo.

Tra questi, una sostanza largamente impiegata sino a tempi recenti, & il lindano, un
insetticida organoclorurato con caratteristiche di persistenza nell’ ambiente e nei tessuti e liquidi
biologici; recenti acquisizioni sperimentali hanno, inoltre, evidenziato per questa molecola una
potenziale tossicith per il sistema riproduttivo.

Nella presente rassegna ci si & pertanto proposti di fare una revisione critics delle
informazioni tossicologiche attualmente disponibili sugli effetti riproduttivi del lindano, al fine
di fomire uno strumento utilizzabile nelle attivith di ricerca e di valutazione del rischio per
l’uomo.

Nel tentativo di definire i periodi di maggiore esposizione a quest’ insetticida sono stati
analizzati i consurni di prodotti a base di lindano in Italia, negli ultimi cinquant’ anni;
particolare attenzione & stata rivolta ugualmente ad una revisione dei dati disponibili sulle
concentrazioni del lindano nei tessuti biologici.



CARATTERISTICHE GENERALI
E PROPRIETA FISICO-CHIMICHE DEL LINDANO

11 prodotto tecnico lindano 5 quasi interamente costituito dall’isomero ‘y-HCH del
1,2,3,4,5,6-esaclorocicloesano (HCH). Quasi tutti i prodotti commercializzati in Paesi diversi

con.tengono infatti piti del 95’% di y-HCH, l’unico isomero-HCH che possiede una significativa
attivith antiparassitaria. 11prodotto tecnico dell’ HCH 5 invece una rniscela di 8 isomeri tra cui
solo 5 sono stabili. Nei prodotti dell’HCH commercializzati, il 65-70!Z0 ~ costituito dall’ isomero

CX-HCH, il 5-12% dal ~-HCH, il 14- 15?Z0dal ‘y-HCH ed il restante 10% da altri isomeri e

composti. La struttura chimica del y-HCH e Ie principal caratteristiche chimico-fisiche sono
riportate in Tabella 1 (USEPA, 1988) e in Figura 1.

Tabelia 1. Caratteristiche chimico-fisiche del Iindano

Numero CAS (Chemical Abstract Service) 58-89-9
Formula chimica C6H6C16
Peso Molecolare 290.85

Stato fisico Cristallo Bianco
Punto d’ebollizione 288°C
Punto di fusione 113°C
Densita 1,85 g/cm3 a 20° C
Pressione di vapore 0.434 x fi0-2 Pa a 20°C
Solubilit& in acqua 7, 0-17 mg/1 a 25°C
Coefficient di ripartizione ottanolo/acqua 3,2-3,7
Limite olfattivo 12 mgll
Limite gustativo 12 mgll

c1

H

c1
H

H cl

H

Figura 1. Struttura chimica del lindano;
Nome chimico (lUPAC): 1rx,2a,3&4q5cq6&esaclorocicloesano;

Nomi comuni: lindano, TBHC, y-HCB
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lJTILIZZO E DIFFUSION

11 lindano ~ un insetticida a largo spettro introdotto sin dai primi anni ’50, in sostituzione
dell’HCH. L’HCH era stato sintetizzato nel 1825 da Faraday ed 5 stato utilizzato per le sue
proprietii antiparassitarie dal 1942 (WHO, 1991).

II Iindano ha trovato impiego soprattutto nel trattamento delle sementi e dei suoli, degli
alberi da frutta e del legname; 2 stato inoltre impiegato come prodotto antiparassitario per gli
animali domestici e d’ allevamento e in alcuni preparati farmaceutici sotto forma di lozioni,

creme e shampoo per la curs e la prevenzione nell’uomo dells pediculosi e dells scabbia.
Attualmente, nessun prodotto farmaceutico contenente lindano & riportato nel Prontuario
Farmaceutico Italiano; inoltre il lindano non & compreso fra i principi attivi autorizzati come
farmaci zootecnici in Europa (http: //www.eudra.org/vetdocs/vets/mrl, ultima consultazione
5/4/2001).

Consumo in Italia e in altri Paesi europei

In Italia i prodotti antiparassitari agricoli a base di lindano sono stati consumati, in tutte Ie
regioni, in quantith sempre crescenti dagli anni ’50 fino al 1979 (Tabella 2, Fignra 2). Nel
decennio 1969-1979 sono stati raggiunti i valori massimi di consumo (circa 20 mila
quintali/anno).

11 Decreto del Ministero dells Sanith, DM del 12 luglio 1975 (Gazzefta Ufticiale-Serie
Generale n. 210, 7 agosto 1975) ha introdotto delle limitazioni all’ utilizzo del lindano in campo
agricolo, consentendone 1‘uso per il trattamento del terreno prima dells sernina, per la
disinfestazione dei cereali nei magazzini e sulle sementi e per le coltivazioni dells barbabietola.
Nella maggior parte degli altri Paesi europei, le restrizioni d’uso e le revoche per il lindano
sono state introdotte negli anni successive (Breivik et al., 1999). Ad esempio tra i Paesi Nordici
1’USOdel lindano 5 stato sospeso nel 1987 in Finlandia e tra il 1989 e il 1995 in Svezia, Olanda,
Norvegia e Danimarca.

In Italia l’analisi del consumo per regioni e per anno, indica che circa il 50% dei prodotti 5
stato utilizzato nel Nerd-Italia, il 20q0 e il 3070 invece nelle regioni del Centro e del Sud,
rispettivamente. La diminuzione del consumo di prodotti contenenti lindano inizia negli anni
’80 ed 5 particolarrnente evidente dal 1987.

Dal 1992 i] consumo nelle regioni del Sud 5 paragonabile al consumo delle regioni del
Nerd-Italia.

Poich4 la concentrazione del principio attivo nei diversi prodotti ~ variata nel torso degli

anni, 1’analisi dei consumi riportata precedentemente non consente di stimare la quantith di
Iindano effettivamente utilizzata in Italia.

Per valutare la composizione dei prodotti d’uso piu comune commercializzati in Italia sono
stati consuhati i prontuari dei fitofarmaci (Muccinelli; Valmori) disponibili dal 1969 al 2000,
(Tabella 3).

E da notare che nel periodo imrnediatamente precedence il DM del 1975, il numero di
prodotti era aumentato notevolmente, passando dai 148 cornmercializzati nel 1969 ai 230 degli
anni 1973-1975; 1’aumento riguardava in particolare i formulati a piu alta concentrazione di

lindano (Figura 3, 4).
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Tabella 2. Consumo di prodotti a base di lindano in Italia negli ultimi 50 anni

(dati espressi in quintali). Fonte: Annuario Statistic Italiano dell’ lSTAT

Anno Consumo totale Nerd Centro Sud e isole

1951
1952
1953
1954
1955
1956

1957
1958

1959
1960
1961

1962
1963
1964
1965
1966

1967
1968

1969
1970

1971
1972
1973
1974
1975
1976
1977

1978
1979
1980
1981
1982
1983

1984
1985

1986
1987
1988

1989
1990
1991

1992

1993

1994
1995
1996

3.232
4.506
6.773
9.033
9.633

12.092
13.504
16.246
12.905
12.049
13.619
14.384
15.023
12.075
10.858
15.734
15.726
19.399
18.214
19.723
18.351
16.550
18.037
20.510
21.394
18.838
19.556

20.521
20.680
15.761
14.167
13.337
13.984

14.776
16.229
10.820
7.571

5.991
5.187
3.592
5.690

3.081
4.079

4.206
3.953
4.136

3.153
4.700
4.922
5.236

5.767
7.409

6.086

5.628
6.162
6.157
5.826
5.315
4.965
6.842

6.175
8.045
7.637
8.574

8.760
8.977
9.626

10.880
15.550
12.992
10.618
13.604
13.940
10.204

8.552
8.140
8.600
9.360
9.049

6.739
4.735

3.276

3.268
2.140
2.841

1.178

1.686

1.658

2.020
2.461
2.982
3.155

3.574

4.403

3.439

3.240
3.780
3.436
3.826
3.489
2.571
3.571

4.262

5.321
4.936

6.091
4.268
3.418
4.464
4.123
2.551
2.986
2.819

3.186
3.303
2.644
2.514
2.805
2.696
2.553
4.201
2.258
1.267

952

936
703

1.182

578

264

547

1.600
1.872
1.729
3.701

4.163

4.434

3.380

3.1811
3.677
4.7911
5.371
3.271
3.32!2
5.321

5.289

6.033
5.813
5.274
5.591

4.480
4.3C}5
5.72!7
3.5C)0
3.0C)4
3.271
3.870
3.52!0

3.004
3.218
2.485
2.764
2.772
3.004
1.843

1.603

1.764

983
749

1.667

1.32!5

2.256

1.92!4
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Figura 2. Consumo d’insetticidi organici di sintesi a base di lindano dal 1951 al 1996 (dati ISTAT).
I consumi sono espressi in quintaii come media per anno nei periodi considerate.

1dati sono riferiti al consumo SUI territorio nazionale e per regioni del Nerd, Centro, Sud ed Isole.
● Nei periodo 93-96, i dati sono riferiti agli anni 1994 e 1996.
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Tabella 3. Prodotti fitosanitari contenenti lindano a varie concentrazioni, commercializzati in Italia

Concentrazioni N. di prodotti commercializzati negli anni
di lindano
nei prodotti (%) 1969 ‘1) 1973-1975 “) 1985-1987 ‘1) 1990-1997 “) 2000 ‘2)

0,02-5 79 103 25 10 ‘ 9

6-15 39 61

16-25 26 51 ,-

>30 ‘3) 4 15

Totale prodotti 148 230 25 10 9
commercializzati

(1) Prontuario dei fitofarmaci Muccinelli.
(2) Nuovo repertorio dei fitofarmaci Valmori.
(3) Fino al 90% di principio attivo nei prodotti,

Attualmente il Iindano ~ presente, in concentrazioni fino al 3%, in 21 prodotti autorizzati
dopo I’entrata in vigore del DL.vo 194/1995 che ha limitato la concentrazione del lindano nei

prodotti (Sistema informative sanitario del Ministero dells Sanit/i, http: //www.sanita.it/sanita/
sis.htm, ultima consultazione del 5/4/2001). L’ultima edizione del nuovo repertorio dei
fitofarmaci (Valmori, 2000) riporta 9 prodotti a base di lindano (Tabella 3).

A livello mondiale 5 stato stimato che il consumo annuale dell’ isomero ~ era di 11900
tonnellate (t) nel 1980 e di 8400 t nel 1990, mentre era per i] solo lindano 5900 t e 4000 t,
rispettivamente per gli stessi anni (Li et al., 1996). Un’ analisi successive sulla distribuziorie del
consumo di HCH tecnico nei diversi continent indicava un consumo globale, tra il 1948 e il
1997, di 9,7 10b t (Li, 1999). A livello globale il consumo di HCH tecnico raggiunge il massimo
nel periodo 1970-1980 e decresce successivamente con l’introduzione delle revoche in Cina, in
India e Unione Sovietica (Li, 1999). A livello europeo 5 stato stimato, per il periodo 1970-1996,

un consumo totale di y-HCH pari a 135000 t. La maggiore fonte di questo isomero era 1’HCH
tecnico fino al 1970, mentre negli anni successive, con 1’introduzione delle limitazicmi d’uso
dell’HCH tecnico, era il lindano (Breivik et al., 1999).

Dana stima effettuata dal Centre International d’lhde du Lindane (CI13L, 1998) il consumo
annuo di lindano in Europa era di 2130 t negli anni 1992-1997; la Francia risultava, tra i Paesi
europei, uno dei maggiori consumatori con una media annua di 1600 t fino al 1998 (anno di
revoca).

In Italia piu dells meth dei prodotti riportati nei prontuari dei fitofarrnaci, pubblicati prima
del DM del 1975, contenevano, oltre al lindano, altri principi attivi organoclorurati con
potenziale attivita endocrina quali il DDT, 1’HCH, l’esaclorobenzene (HCB), s,pesso in

concentrazioni superiori al 3070. In particolare dal 1947 al 1974 sono stati utilizzati:

- prodotti a base di HCH; il consumo di questi formulati ha raggiunto nell’ultimo anno di
produzione (1’HCH ? stato ritirato dal mercato nel 1974) un picco pari a 74 mila~ quintali

(Figura 5). Si pud pertanto ipotizzare che i prodotti a base di HCH abbiano costituito una
fonte ulteriore e non trascurabile di isomero y SU1territorio italiano.

- prodotti a base di DDT; i consumi massimi di questi formulati, dell’ ordine di 20 mila
quintali/anno, sono stati raggiunti nel decennio 1965-1975 (Figura 6). Con Dh4 del 11
ottobre 1978 ~ stato vietato 1’impiego del DDT in agricoltura.

I prirni anni ’70 rappresentano pertanto un periodo di massima diffusion SU1 territorio
italiano di prodotti a base principi attivi organoclorurati.
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Figura 3. Distribuzione percentuale dei prodotti contenenti diverse concentrazioni di Iindano,

commercializzati in Italia nel 1969

ES22%

f?it27yo

I ❑ I0,02-5Y’ ❑ 6-15% Ei 16-25% ■ >30%
I

Figura 4. Distribuzione percentuale dei prodotti contenenti diverse concentrazioni di Iindano,

commercializzati in Italia negli anni 1973-$975
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Figura 5. Consumo d’insetticidi organici di sintesi a base di HCH dal 1947 al 1974 (dati ISTAT).
I consumi sono espressi in quintali come media per anno nei periodi considerate, I dati scmo riferiti

al consumo SUI territorio nazionale e per regioni del Nerd, Centro, Sud ed Isole
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Figura 6. Consumo d’insetticidi organici di sintesi a base di DDT dal 1947 al 1978 (dati ISTAT).
I consumi sono espressi in quintali come media per anno nei periodi considerate. I dati sono riferiti

al consumo SUI territorio nazionale e per regioni del Nerd, Centro, Sud ed Isole
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Diffusion nelt’ambiente

11 lindano tende ad accumularsi nell’ ambiente poich6 biodegrada lentamente: 1’emi-vita
varia da 88 giorni a piti di tre anni, secondo le condizioni ambientali (tipologia del terreno,
profondith nel SUOIO,clima, ccc.). I prodotti di degradazione piti frequentemente trovati sono il
y-pentaclorocicloesene, l’esa, il penta, il tetra e il tri-clorobenzene, il penta e il tetra-

clorofenolo. Le migliori condizioni di biodegradazione si realizzano in anaerobiosi (emi-vita:
12-174 giorni); in queste condizioni i fenoli non si ritrovano come prodotti di degradazione.

La scarsa idrosolubilit~ del lindano ne favorisce l’assorbimento nella frazione organica del
terreno. La molecola & pertanto relativamente immobile (migra Ientamente nel SUOIO)e pub
essere trasportata solo dalle piogge e dalle acque d’ irrigazione. 11 suo passaggio nelle acque
profonde avviene raramente.

A causa dells loro bassa pressione di vapore gli isomeri dell’HCH (HCHS) sono poco

volatili; tra i vari isomeri 1’u-HCH e il y-HCH presentano una volatility piu elevata. In
condizioni d’ alta temperature i vari isomeri dell’ HCH sono in parte degradati dai raggi UV
(processo di declorurazione) in pentaclorocicloesene e tetraclorocicloesene.

Livelli ambientali

Le concentrazioni di HCH totale (somma di tutti gli isomeri) e dei diversi isomeri sono state
determinate in diverse matrici ambientali quali piante, SUOIO,acqua ed aria e nei tessuti di
diverse specie animali. Queste misure sono tuttora eseguite per evidenziare il trasporto globale

dei diversi isomeri e il loro destino ambientale. Poich6 il ~-HCH & tra i vari isomeri dell’HCH,
i] piti persistence alla degradazione batterica e il meno volatile (Li, 1999), la sua presenza nelle
matrici ambientali e/o biologiche i+probabilmente un indicator di contaminazione locale da

HCH tecnico. La presenza invece nell’ aria e nel mare del continence Artico degli isomeri u e y,
molto piii volatili, indicherebbe un trasporto su lungo raggio; questi ~someri tenderebbero
quindi a migrare pit rapidamente e a depositarsi prevalentemente nelle regioni polari. Nella
neve dells regione artica canadese la concentrazione di HCH totale superava la concentrazione
risultante dalla somma di tutti gli altri composti organoclorurati (Barrie et al., 1992).

Vi sono difference notevoli tra i livelli di contaminazione ambientale da y-HCH e da HCH
tecnico rnisurati in Europa e quelli misurati nei Paesi in via di sviluppo quali 1’India, la Cina e
1’Egitto. Recenti rassegne, cui si rimanda per un approfondimento dells tematica, riportano
un’ analisi dettagliata dells diffusion di queste molecole nelle diverse matrici ambientali
(WHO, 1996; Willett et aL, 1998; Breivik et al., 1999; Li, 1999). Qui di seguito sono state
invece riportate SO1Oalcune informazioni di carattere generale tratte da queste rassegne e, se
disponibili, i dati che si riferiscono al territorio italiano.

Le concentrazioni di Iindano misurate nell’aria sono generalmente basse: a livello di ng/ms

(O,1-2) in aree urbane e agricole, a livello di j..tg/m3in ambienti confinati quali ad esempio le
serle dopo 10 spargimento dell’insetticida. Considerando la diffusion degli HCHS
nell’ atmosfera, le piu alte concentrazioni sono state rilevate nell’emisfero Nerd e in prossimith
dei Paesi con piti elevato consumo; campioni d’aria con concentrazioni pari a 10 ng/m3 sono

stati misurati nella regione del Golfo del Bengala (WiIlett et al., 1998).
Nelle acque di superjflcie sono state misurate concentrazioni di Iindano comprese tra 0,01-

0,1 pg/1, con picchi di 12 pgll nei fiumi contaminate con acque reflue. La contaminazione da
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residui di HCHS risulta piil elevata nelle acque di superficie alle Iatitudini Nerd, quali il mare di

Bering, il golfo dell’ Alaska e del Nerd-Pacifico.
Nelle acque prcji.mde il lindano k stato trovato a Iivelli di rig/l (3-163).

La concentrazione di Iindano nell’acqua potabile &generalmente inferiore a 0,001 p.g/l.

Nell’ acqua piovana il Iindano e l’isomero a sono, tra i pesticidi rnisurati, quelli che si
ritrovano piti frequentemente. I dati riportati in 28 studi condotti in Europa indicano che il 90-
100% dei campioni prelevati in alcuni Paesi contenevano lindano in concentrazioni comprese

tra 0,02 e 0,833’ pg/1 (Dubus et al., 2000).
Diversi studi sono stati condotti per rnisurare i livelli dell’HCH totale e di alcuni isomeri (in

particolare (z e ~) nei sedimenti dei laghi, degli estuari dei fiumi e delle coste (Willett et al.,
1998). E’ noto che 1a distribuzione degli inquinanti nei sedimenti costituisce una misura
attendibile dei livelli di contaminazione dei laghi.

In Italia, nei sedimenti del lago di Garda (Bossi et al., 1992) e del lago artificial di
Simbirizzi in Sardegna (Kalajzic et al., 1998) sono state misurate, rispettivamente,

concentrazioni dell’ isomero y pari a 0,60 e 0,20 pgkg di sedimento secco. Nel lago di Garda le

concentrazioni degli isomeri ~ e y dell’ HCH hanno mostrato una tendenza all’ aumento nel
periodo 1949-1989, probabilmente per un effetto di accumulo. Nel lago d’ Orta, nella provincia

di Novara, sono state misurate in diverse stazioni di prelievo, concentrazioni dell’ isomero y

comprese tra 0,24 e 3,72 pg/kg di sedimento secco, e in una stazione corrispondente ad una

discarica locale, una concentrazione massima di 13,73 pg/kg (Guzzella, 1997). Concentrazioni

dell’ isomero y pii.i basse (0,038 yg/kg di sedimento secco) sono state recentemente misurate nel
lago Trasimeno, nella provincia di Perugia (Poletti et al., 2000). La presenza di questi isomeri
nei sedimenti dei laghi & probabilmente imputable sia all’uso recente di lindano nelle
coltivazioni di barbabietole da zucchero, sia all’utilizzo di prodotti a base di HCH negli anni
precedent la sua revoca.

Numerose specie animali sono state utilizzate per valutare la contaminazione ambientale dei
vari isomeri dell’ HCH, la loro evoluzione nel tempo e la loro diffusion a Iunga distanza. Una
descrizione delle informazioni disponibili &riportata nella rassegna di Willett et al., 1998. Ad

esempio gli isomeri ~ e y dell’HCH sono stati rnisurati nelle uova di uccelli marini, in Norvegia
e in un isola del mare d’ Manda. Le concentrazioni di ambedue gli isomeri erano diminuite nel

1993 rispetto ai prelievi effettuati nel 1983 e i Iivelli dell’ isomero y erano al limite dells
rilevazione.

I pesci sono stati utilizzati come specie sentinella per valutare la contaminazione di fiumi in

ltalia. L’aumento dells concentrazione degli isomeri u e y osservato nel tessuto muscolare delle
trote in un tratto del Po, localizzato a vane dells confluenza del Lambro, indicava che il fiume
Lambro era la fonte piu rilevante di contaminazione del Po (Galassi et al., 1996).

Per valutare il trasporto a lunga distanza degli HCHS, i residui degli isomeri sono stati
rnisurati nei tessuti di alcune specie marine (anche mammiferi) del continence Artico. Ad
esempio, come riportato nella rassegna di Willett (1998), concentrazioni di HCHS com.prese tra

300 e 900 f+jkg sono state misurate nel tessuto adiposo degli orsi bianchi polari. I livelli di
HCH nel grasso di 11 specie diverse di cetacei maschi aduki, erano significativamente piii

elevati negli animali dei mari freddi rispetto a quelli dei mari tropicali. L’ analisi dei diversi
isomeri dell’ HCH mosfrava che questi erano diversamente distribuiti nelle specie marine
esaminate. Ad esempio nei mammiferi marini del Nerd-Pacifico, del Nerd-Atlantico e del

Nerd-Europa, il ~-HCH era 1’isomero preponderante nel grasso di alcune specie mentre gli

isomeri a e y 10 erano in altre.

11



L’ESPOSIZIONE UMANA

L’esposizione umana al lindano avviene principalmente attraverso la dieta. Nei Paesi

industriali ~ stato stimato che piti del 90% del lindano assorbito dall’ uomo proviene dal cibo,
poich6 le concentrazioni misurate nell’ acqua potabile sono trascurabili.

Gli isomeri dell’HCH sono stati rnisurati nei prodotti caseari, nella carni bovine, nel pesce,

nel pollame, nella frutta, negli ortaggi, nell’ olio e nei grassi, nello zucchero. I piii alti livelli

degli isomeri a e ~ sono stati rnisurati nelle spezie e nelle piante aromatiche, mentre nel grasso

animale sono stati trovati i piu alti livelli di ‘y-HCH (>3200 p.g/kg nel grasso di maiale). In
alcuni Paesi, i prodotti caseari costituiscono una fonte importance di lindano, per 1’esposizione
umana; in Israele, ad esempio, alcuni prodotti del latte contenevano una concentrazione di
lindano 100 volte superiore a quells misurata in prodotti simili negli Stati Uniti (Westin, 1993).

In uno studio condotto in Spagna (de la Riva & Anadon, 1991) gli isomeri a, ~ e ‘ysono stati
ritrovati rispettivamente nel 75, 37 e 9670 dei 460 campioni di Iatte di mucca analizzati; in tre di
questi campioni i livelli misurati superavano il limite di 0,1 mglkg stabilito dall’Unione Europea
(UE) nel 1986. E’ stato stimato che nei Paesi Baschi, il pane, i cereali, il latte e i prodotti caseari
erano gli alimenti che maggiormente contribuivano all’ assunzione giomaliera di lindano nella
dieta, negli anni 1988-1990 (I_Jrieta et al., 1996). In India, in uno studio multicentrico
recentemente condotto in 12 regioni, la presenza di residui dell’ HCH 2 stata rilevata in piii del

80% dei 2205 campioni di latte raccolti. Le concentrazioni degli isomeri ~ e y superavano, nel
42% e nel 870 dei campioni rispettivamente, i limiti massimi consentiti dalla normativa di
questo Paese (Kalra et al., 1999). In uno studio multicentrico condotto tra diversi Paesi europei

(Badia-Vila et al., 2000) sono state valutate le concentrazioni di ~ e y-HCH nel burro; i livelli

piii elevati di y-HCH sono stati trovati in Spagna con valori medi di 11,6 pg/kg (3 ~g/kg negli
altri Paesi).

L’ assunzione giomaliera nella dicta (Estimated Daily Make, EDI) dell’HCH totale, stimata

negli anni 1981-1982 negli USA, era di circa 0,01 ~g/kg di peso corporeo (0,008 pg di isomero

cx e 0,002 pg di isomero y). In Olanda 1’EDI calcolata risultava di circa 0,015 @kg di peso

corporeo per gli isomeri u, ~ e y. La Food and Drug Administration (FDA) ha stimato un EDI

per 1’HCH totale di 0,018 pg/kg nel lattante e di 0,025 pglkg nella prima infanzia (Pohl &
Tylenda, 2000).

In Italia non 5 tuttora disponibile una raccolta sistematica dei dati piu recenti riguardanti i
residui negli alimenti di origine animale. In uno studio condotto su bovini macellati nel 1971 e
provenienti da allevamenti dell’ Emilia Romagna e del Veneto, i residui dell’HCH sono stati
evidenziati in alcuni campioni di came e di grasso perirenale; la concentrazione media dell’

HCH totale (isomexi cc, ~, 8 e y) risultava di 43 pg/kg (26 per l’isomero y) nella came e di

211 pg/kg (98 per l’isomero y) nel grasso perirenale. La contarninazione dei tessuti bovini, come
suggerito dagli autori, derivava probabilmente dai trattamenti disinfestanti sugli animali e nelle
stalle e dall’ inquinamento degli alimenti trattati con fitosanitari in campo o nei locali di

stoccaggio (Crisetig et al., 1975). La situazione qualitative e quantitative degli HCHS e di altri

residui organoclorurati a lungs persistenza nel grasso perirenale era confrontabile a quells
evidenziata in altri studi effettuati su prodotti caseari, provenienti dalle stesse regioni, In
campioni di burro, provenienti dalla provincia di Modena, sono stati trovati livelli medi di HCH

totale di 380 pg/kg (Vivoli, 1970). In campioni di formaggio parrnigiano reggiano la

concentrazione media di HCH totale, calcolata sulla frazione lipidica, era di 219 pgkg (Vivoli
& Manicardi, 1971). 11lindano era tra i pesticidi piti comunemente reperiti nei diversi alimenti
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destinati al bestiame in diversi Paesi europei e in Italia (Pastore &Vecchia, 1974). In uno studio
condotto in Emilia Romagna sui residui di organoclorurati nel rniele, il lindano ? stato rnisurato
in alcuni campioni; le concentrazioni non erano tuttavia di entith rilevante (Sabatini et aL,

1976).

E’ interessante notare che il y-HCH 5 stato misurato in concentrazioni comprese tra 17 e 109

pg/kg in alcuni prodotti cosmetici contenenti derivati delle piante (Mariani et al., 1995).

Presenza di Iindano nei fluidi biologici e tessuti umani

L’esposizione al lindano ? stata valutata nella popolazione generale attraverso il dosaggio

dell’ isomero y-HCH nel sangue, nel tessuto adiposo e nel latte materno. Nei Iavoratori esposti a
pesticidi le concentrazioni del principio attivo sono state misurate unicamente nel sang~e.

11 lindano nei tessuti biologici umani, nella popolazione generale, ~ generalmente
deterrninato insieme agli altri isomeri dell’HCH e ad altri composti organoclorurati (DDT,
DDE, HCB, PCB, ccc.).

Tra gli isomeri dell’ HCH, 1’isomero ~, per la sua maggiore stabilith, per la sua piti elevata

capacith di accumularsi nei tessuti grassi (da 10 a 30 volte superiore all’ isomero ‘y)e per la sua
piu lenta eliminazione dall’ organismo (5 volte inferiore agli altri isomeri), ~ presente in
concentrazioni maggiori nei tessuti ed ~ pertanto piu frequentemente misurato. Inoltre, poich6

gli isomeri a, y e 5 possono ugualmente trasformarsi nell’isomero P (WHO, 1991; WHO,

1996), le concentrazioni trovate per il fJ-HCH rispecchiano in parte anche l’assorbimento del
lindano e ovviamente degli altri isomeri.

In tutti i Paesi occidental i livelli di HCH totale o degli isomeri ~ e y nei liquidi biologici
hanno mostrato un decrement negli ultimi anni, in conseguenza delle Iimitazioni d’uso e delle
revoche introdotte principalmente intorno agli anni ’80 (Kutz et al., 199 1; Breivik et ai’., 1999).

Sangue

Le concentrazioni di lindano misurate nel sangue sono dell’ ordine di O,l-1p.g/1 nella

popolazione generale. In alcuni Paesi (ad esempio in India), dove I’uso di questo principio
attivo in agricoltm-a non ha subito restrizioni, le concentrazioni ematiche misurate sono molto

piu elevate, talvolta al di sopra di 100 pg/1.
Durante la produzione e I’utilizzazione di prodotti tecnici a base di HCH e/o di lindano,

concentrazioni dell’ isomero y superiori a 100 ug/1 (fino a 340 p.g/1) sono state rnisurate nel
sangue dei lavoratori esposti (vedi p.20). Questi livelli erano spesso associati a sintomi
neurologici e ad una funzionalith epatica alterata. Nei campioni di sangue analizzati sono stati

ugualmente rnisurati gli altri isomeri dell’ HCH. L’ isomero ~, essendo il piil persistence nel
sangue, costituiva nella maggior parte dei campioni di siero dei lavoratori esposti id 60-90%

dell’HCH totale. L’erni-vita dell’ isomero ~ nel sangue intero, stimata in uno studio co,ndotto tra
i lavoratori di un impianto di produzione di pesticidi, risultava di 7,2 anni (Jung et al., 1997);

un’erni-vita di circa un giorno ~ stata invece calcolata per 1’isomero yin uno studio che valutava
la penetrazione cutanea dei pesticidi nell’uomo (Feldmann & Maibach, 1974).

In uno studio condotto in ltalia tra i floricoltori di un’area dells Toscana (Bigazzi Grasso et

al., 1989) una differenza significativa per tutti gli organoclorurati misurati nel sangue,
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compreso il lindano, ~ stata evidenziata fra i floricoltori e il gruppo di controllo composto da
residenti della stessa area: Ie concentrazioni medie per il lindano erano, rispettivamente 20,51 e

9,03 ~g/1. I livelli piti alti di organoclorurati mostrano una correlazione positiva con 1’etii e con
la durata dell’ attivitii lavorativa in floricoltura. Rispetto a misurazioni condotte nel 1968, prima
dell’ introduzione delle restrizioni d’uso, ambedue i gruppi mostravano una considerevole
riduzione dei livelli di lindano.

Tessuto adiposo

Nella Tabella 4 sono riportate le concentrazioni medie di lindano misurate nel tessuto
adiposo (generalmente prelevato nel torso di interventi chirurgici), in diversi Paesi e negli
ultimi vent’ anni. Alcuni dati riferiti a misure effectuate in periodi precedent sono invece
riportati nella rassegna di Kutz et al. ( 199 1).

Le concentrazioni dell’ isomero y nel tessuto adiposo mostrano ampie variazioni tra i vari

Paesi. Valori dell’ ordine dei ~g/kg sono generalmente trovati nella popolazione dei Paesi
occidental, mentre in India i livelli sono nell’ ordine dei mg/kg. In uno studio recente, condotto
in Spagna, questo principio attivo ~ stato ugualmente misurato nel tessuto grasso di alcuni

bambini in concentrazione media di 540 pg/kg (Olea et al., 1999).

Le concentrazioni dell’isomero y nel tessuto grasso trovate in alcune regioni del Nerd-Italia,
risultano tra le piu elevate dei Paesi occidental.

Tabella 4. Concentrazione media degli isomeri y e 13,misurata nel tessuto adiposo in diversi Paesi
negli ultimi vent’anni. I dati sono espressi in ~g/kg t DS di frazione grassa

Paese e anno dello studio Campioni Concentrazione (~g/kg) Autori
pOSitiVi a @-lCH &HCH

Europa
Italia (1969, Trento)
Italia (1973-74, Roma)
Italia (1977, Trento)
Italia (1983-84, Siena)
Italia (1985-86, Torino)
Italia (1985, Abruzzo)
ltalia (1991, Trento)
Italia (1991, Abruzzo)
Italia (1989, Geneva)

6/31
23/28
29/29
26/26
86/92
22/22
27/57
13132
27/28

20
74
214
128+79
660k540
-----
12M2
440k582
104*93,1

Beigio (1996-1 998, Fiandre)
Germania (1995-1 998)
Olanda (1986)
Polonia (1980, Poznan)
Polonia (1989-92, Varsavia)
Spagna (1985-88, Catalogna)
Spagna (1991, Navarra)
Spagna (Granada)
Spagna (1994, Murcia)

11/46
17/17
?

53/53
277/277
256/256
----

3/63
5/50

5
0,7-7,5’
<lo
20
74
60&40
----

570*71o
540

----

951
----
----
----

1045*313
-----

174tl 82
213ti59,9

Prati et ai., 1971
Leoni et al., 1977
Del Dot et a/., 1978
Focardi et al., 1986
Pavan et ai,, 1987
Leoni et al., 1987
Poli eta/., 1991
Giuliani et a/., 1994
Gallelli eta/., 1995

4
14-577’
270
211
228
1970s950
1530+920

850tl 610
890

Pauwels et a/., 2000

Schaefer et a/., 2000
Greve et a/., 1990
Szymczynski et a/.,l 986
Ludwicki et al., 1994
Gomez et a/.,l 993
Gomez et a/.,l 995
Olea et al., 1999
Olea et a/,, 1999

segue
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continua

Paese e anno dello studio Campioni Concentrazione (~g/kg) Autori
positivi a y-HCH ~-HCH

Asia
Giordania 28/32 150 873 Alawi et a/.,l 991
India (1982, Dehli) 340 1640 6430 Ramachandran et al.,1984
India (1977-1 980) ? 388 1770 Jani et al, 1988
India (1988-89, Dehti) 818 90 180 Nair et a/., 1992
Iran (1991 -92, Tebriz) 17/61 18&40 728k480 Burgaz et al., 1995

Turchia (1991-92, Ankara) 2/60 2*1 o 1522+1 030 Burgaz et al., 1994
Turchia (1995-96, Manisa) 20/56 43 374 Cok et al., 1998
Giappone (1974)
Giappone (1979)
Giappone (1984)

America
Canada (1976)
Messico (1988-9

126 40 4950 Yamada et al., 1976
32 78 ---- Yoshimura, 1985
40 67 .-.. Yoshimura, 1985

89/99 3 151 Mes eta/., 1982
, Veracruz) 16/72 420 85 Waliszewski et a/.,l !996

Messico (1997-98, Veracruzj 38/60 8*1 2 143fl13
Stati Uniti (1983)

Waliszewski eta/.,1 !999
---- ---- 140 Kutz et al., 1991

a: campioni positivi per I’isomero y-HCH (Iindano)
*: valore minimo-valore massimo

Negli ultimi vent’anni 5 stata osservata, in molti Paesi, una graduale riduzione dei Iivelli
degli isomeri dell’HCH nel tessuto adiposo. Questa riduzione riflette il decrement dei livelli
ambientali osservato in seguito alle restrizioni d’uso e alle revoche introdotte in diversi Paesi
dopo il 1974. .

Latte materno

In Tabella 5 sono riportate Ie concentrazioni di Iindano misurate nel latte materno, in diversi
Paesi e negli ultirni vent’ anni. Alcunidati riferiti a misure effectuate negli anni precedent sono
riportati nella rassegna di Jensen del 1983. Le concentrazioni del Iindano nel latte materno

variano, come per il tessuto adiposo, dai p.g/kg di frazione grassa nei Paesi occidental i ai mg/kg
in alcuni Paesi in via di sviluppo.

In Italia gli studi condotti nelle regioni del Nerd hanno evidenziato livelli piuttosto elevati
rispetto agli altri Paesi europei nel periodo 1975-1985, con una tendenza alla riduzione negli
anni piii recenti.

Sulla base di dati tossicologici I’ATSDR (Agency for Toxic Substances & Disease Registry,
USA) ha stabilito, per alcune sostanze, i Iivelli di rischio minimo (MRLs, Minimum Risk
Levels). Per definizione gli MRL indicano la quantit~ di una sostanza che assorbita per via
orale, al giomo e per un periodo di tempo definite, non provoca effetti nocivi per la salute (non
sono prese in considerazione le sostanze cancerogene). Gli MRL sono valori guida
intenzionalmente cautelativi poich6 1’obiettivo 5 di p.roteggere le popolazioni piu sensibili,

quali ad esempio i lattanti.

Per il y-HCH 2 stato stabilito, sulla base degli effetti immunologic valutati nei rc)ditori, un

MRL orale per una durata intermedia di esposizione (da 15 a 365 giorni) di 0,01 pg/kg/giomo

(ATSDR, 2000).
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Tabella 5. Concentrazione media degli isomeri y e 13,misurata nel Iatte materno in diversi Paesi negli
ultimi vent’anni. I dati sono espressi in pg/kg di frazione grassa nel Iatte

Paese e anno dello studio Campioni Concentrazione (j@kg) Autori
positivi a ~HCH &HCH

Europa
Italia (Milano)
Italia (1975, Milano)
Italia (1983-85, Roma)

Danimarca (1982)
Francia (1991 )
Germania-Est (1989/90)
Gran Bretagna (1997/98)
Grecia (1983)
Grecia (1995-97, Patras)
Olanda (1988)
Slovacchia (Bratislava)
Spagna (1991, Madrid)
Cecoslovacchia (Praga)

Africa
Egitto (1993)
Kenia (1991, Nairobi)
Nigeria (Bendel State)
Uganda (1992/93)

Asia
Giordania (1989/90, Amman)
Giordana (1997)
Hong Kong (1985)
India(l 981-82, Ahmedabad)
India (Dehli)
India (Dehli)
Irak (1983/84, Baghdad)
Iran (1991, Tebriz)
Israele, (Gerusalemme)
Turchia (1995/96)
Vietnam

America
Brasile (Botucatu, SP)
Brasile (1987/88, Porto Alegre)
Canada (1986)
Canada [1992)

8/1 O
30/30
18/65

6/57
20/20
84/90
3/1 68
30/30
64/1 12
26/329
26/26
33/51
17/17

57/60
26/21 6
44/44
2/1 43

22/59
9/41 1
21/25
50/50
25/25
55/6 1
43/50
17/40
45/1 00
471104
---

9/42
15/30
292/41 2
84/497

El Salvador (1973-74, Usulutan) 7/40
Messico (1997/98, Veracruz) 19/60
Messico (1989-90, Mexico Cq) 5/79
Stati Uniti (New York) .-.

Oceania
Australia (Victoria) 46/60

892b
180
<33C

20
37
20
35
15
7
<lo
15
10
71

281C
18
76
440

230
710
60
388
2800”
2310
1067‘
182
40
17
8

37C
20
2
1
86C
2
20
2

108

474b
270
167C

80
287
180
68
----

15
80
136
235
639

----

83
502
70

400
----
15960
1770
6600C
8830
700C
399
350
380
508

958’
900
30
230
537C
61
230
20

345

Cerutti et al.,1 975
Cerutti et al., 1976
Dommarco et al., 1987

Andersen et al., 1984
Bordet et al., 1993
Horn et al., 1994
Harris et al., 1999
Fytianos et al., 1985
Schinas et al., 2000
Aibers et aL, 1996
Prachar et a/., 1993
Hernandez et a/., 1993
Schoula et a/., 1996

Saleh et a/., 1996
Kinyamu et a/., 1998
Atuma et a/., 1987
Ejobi eta/. 1996

Alawi et a/., 1992
Nasir et al., 1998
Ip et al., 1989
Jani et a/. 1988
Nair et al., 1996
Banerjee et al., 1997
Al Omar et a/., 1985
Cok et al., 1999
Weisenberg et al., 1985
Cok et al., 1997
Schechter et al., 1991

Sant’ Ana et al., 1989
Beretta et al., 1994
Mes et al., 1993
Newsome, 1995
DeCampos et al., 1979
Waliszewski et a/., 1999
Elvis eta/., 2000
Scechter et a/., 1991

Quinsey et al., 1995

a campioni positivi psr I’isomero y (lindano)
b: concentrazione misurata nel colostro
c: valori espressi in yg/1di Iatte sono stati trasformati in pg/kg di grasso considerando un valore percentuale medio di
grasso del 3%
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Sulla base di questo MRL un Iattante di 5 kg non dovrebbe assumere attraverso i] Iatte

materno piii di 0,05 pg di y-HCH al giorno. Considerando che un lattante di 5 kg consuma in
media 700 ml di latte e che la sostanza grassa costituisce il 3,3 ?ZOdel peso del IIatte (peso

specifico 1030), la concentrazione dell’ isomero y nel Iatte materno non dovrebbe pertanto

superare i 2,1 rig/g di sostanza grassa. Nei Paesi occidental le concentrazioni di y-HCH

misurate nel latte materno (Tabella 5) sono generalmente da 10 a 15 volte superiori al MRL
stimato per un lattante di 5 kg; nei Paesi in via di sviluppo le concentrazioni raggiungono valori
fino a 1000 volte il livello di rischio minimo.

Tessuti e fluidi biologici del sistema riproduttivo

Di particolare interesse sono le misure effectuate sui tessuti e fluidi biologici clel sistema
riproduttivo, soprattutto ai fini di una caratterizzazione del rischio per la riproduzione e per
1’organismo in via di sviluppo.

11Iindano e gli altri isomeri dell’HCH sono stati misurati nel liquido seminale (Szymczynski
& Waliszewsky, 1981; Stachel et al., 1989; Wagner et al., 1990; Kumar et al., 2000). La

concentrazione piti elevata (media di 5 rig/g) 5 stata trovata per 1‘isomero &in alcuni pazienti di
una clinics per la fertilith in Polonia (Szymczynski & Waliszewsky, 1981). Concentrazioni

medie di 6,1, 9,4 e 3 rig/g sono state misurate rispettivamente per gli isomeri u, ~ e y nel liquido
seminale di pazienti di un centro di fecondazione assistita in Germania (Wagner et ai,, 1990). In
un solo studio il lindano 5 stato misurato nel tessuto testicolare: una concentrazione compress
tra 22 e 83 rig/g di tessuto & stata misurata nel 70% dei 36 campioni ottenuti da biopsie
effectuate in Polonia (Szymczynski & Waliszewski, 1983).

Nel fluido follicolare (18 campioni) prelevato nel torso di interventi di fecondazione

assistita, in Germania, la concentrazione media era per il y-HCH dell’ ordine di 1,22 nghnl di

fluido follicolare, e di 0,34 e 0,67 ngh-nl per l’ct-HCH e il ~-HCH, rispettivamente. Le
concentrazioni degli HCHS e degli altri inquinanti organoclorurati (DDT, PCB, HCB, dieldrina,
ccc.) misurate sugli stessi ca-mpioni di fluido follicolare erano, secondo gli autori, confrontabili
ai livelli rnisurati nel siero in uno studio precedence (Trapp et al., 1984). In un altro centro per

la fecondazione assistita, gli isomeri U, ~ e y sono stati misurati nel fluido follicolare e nel
muco cervicale (Wagner et al., 1990). Le concentrazioni medie trovate nel fluido follicolare
erano piti elevate nel gruppo di donne con sterilith di origine non nota (mediana di 10, 12,3 e 5

rig/g, rispettivamente per 1’isomero a, ~ e y). Gli HCHS mostravano inoltre un accumulo
soprattutto nel muco cervicale (mediana di 19,2, 30,2 e 33 rig/g, rispettivamente per 1’isomero

cx, ~ e y).

Gli isomeri ~ e y dell’HCH sono stati misurati in campioni di endometrio e di tessuto
adiposo prelevati, tra il 1995 e i] 1998, nel torso d’ interventi d’ isterectomia per mioma uterino,
in 23 donne non professionalmente esposte (Schaefer et al., 2000). Ambedue gli isomeri erano

presenti, tuttavia le concentrazioni di ~-HCH erano nettamente maggiori (mediane Idi 0,6 rig/g

nell’endometrio e 38 rig/g nel tessuto adiposo rispetto a <0,1 rig/g e 1,1 rig/g peril y-HCH).

11trasferimento di inquinanti organoclorurati dalla madre al feto 5 stato valutato misurando

la concentrazione delle sostanze nel sangue, nel tessuto e liquidi placentari e nel cordone

ombelicale, prelevati durante aborti, parti prematuri e parti a termine. In una indagine condotta
in India 50 campioni di tessuto e fluido placentae sono stati raccolti nel torso di parti a
termine di donne non professionalmente esposte a pesticidi. 11 lindano 5 stato misurato nel
100% dei campioni ad una concentrazione media di 389 ppb nel tessuto placentae e di 27 ppb
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nel fluido. La quantith di lindano misurata costituiva circa il 3070 dell’ HCH totale negli stessi
campioni (Saxena et al., 1980a). E stato fatto un confronto tra le concentrazioni di

organoclorurati (tra cui il lindano e 1’HCH totale) nel sangue e nella placenta in 20 donne con
parto a termine e 20 donne con aborto o parto premature, tutte provenienti da una zona rurale
dell’ India (Saxena et al., 1980b; Saxena et al., 1981a). Le concentrazioni medie di lindano e
HCH misurate nella placenta erano circa il 50% dells concentrazione ematica, nei due gruppi di
donne. Le donne con aborti e parti prematuri mostravano tuttavia una concentrazione molto piu
elevata di tutti i composti organoclorurati rnisurati nel sangue e nella placenta rispetto al gruppo
di controllo (parto a terrnine). Le concentrazioni medie di lindano, ad esempio, erano di 56 e
25,4 ppb, rispettivamente nel sangue e nella placenta delle donne con parti prematuri e aborti, e

di 18,5 e 8,6 ppb nelle donne con parto a termine. E stata ugualmente trovata una associazione
tra la concentrazione totale degli organoclorurati misurati (DDT, DDE, HCH, lindano, aldrina)
nel sangue e nella placenta e la prematurity del parto o dell’ aborto. In uno studio successive
condotto su un gruppo di 100 donne gravide (Saxena et al., 198 lb; Siddiqui et al., 1981) il
lindano ~ stato inoltre misurato nel cordone ombelicale in concentrazioni inferiori (circa 12
ppb) rispetto a quelle determinate nel sangue materno e nella placenta (21 e 18 ppb,
rispettivamente). Le quantith di lindano risultavano significativamente diverse se venivano
valutate in due sottogruppi per eta diverse (18-25 anni e 26-34 anni), per il possibile effetto di
accumulo nel torso degli anni. Una piti elevata escrezione degli isomeri dell’ HCH nel latte e
nella placenta ~ stata trovata associata all’ etii e alla dieta non-vegetariana (Siddiqui & Saxena,
1985). In uno studio jugoslavo (Bazulic et al., 1984) la concentrazione di lindano misurata nel
siero prelevato dal neonato o dal cordone ombelicale (valori medi 2,6-6,9 pg/1) era sempre
maggiore rispetto alla concentrazione nel siero matemo (valori medi 1,7-3,7 pg/1).

In uno studio molto recente 1’isomero u i? stato rnisurato in concentrazioni dell’ ordine dei
pg/ml nel liquido amniotico di donne sottoposte all’ amniocentesis tra la 15’ e la 23a settimana di
gravidanza. La presenza di altri inquinanti quali il p,p’-DDE ed alcuni PCB, suggerivano una
possibile esposizione del feto durante l’organogenesi a EDC, attive SU11Osviluppo degli organi
riproduttivi (Foster et al.. 2000).
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Studi clinici

EFFETTI DEL LINDANO SULL’UOMO

La dose di lindano che induce nell’uomo una tossicit?i acuta varia considerevolmente a
seconds del grado di purezza del prodotto e del tipo di veicolo che condiziona la modaliti.i
d’assorbimento. Una dose unica di 840 mg/kg di peso corporeo (p.c.) e di 180 mgkg p.c. si ~
dimostrata Ietale nell’ adulto e nel bambino, rispettivamente. L’ applicazione su tutta la
superficie corporea e per 18 ore di una lozione di Iindano all’1 Yo(scabicida) ~ risultata letale
per un Iattante di 2 mesi; le concentrazioni di lindano ritrovate, in questo case, nel cervello e

nel cuore erano dl 110 e 33 pg/kg, rispettivamente (WHO, 1996).
Nei casi letali la morte pub sopraggiungere dopo alcune ore o dopo pochi giorni

dall’ assunzione; generalmente l’arresto respiratorio e circolatorio ~ preceduto da convulsion.
In alcune condizioni una dose di 10-20 mg/kg p.c. pub essere Ietale, ma concentrazioni piu
elevate possono essere tollerate se si intervene rapidamente e con cure appropriate.

Sintorni clinici d’ intossicazione (nausea, vertigini, stato d’ agitazione, mal di tests frontale e,
a volte, vomito) sono stati osservati in seguito ad assunzioni volontarie e accidental di Iindano
per via orale o dopo trattamenti terapeutici a dosi elevate. Si possono verificare inoltre
contrazioni muscolari, disturbi dell’equilibria, atassia, tremore. Dolori nella parte superiore
dell’ addome sono frequentemente associati a diarrea e incontinenza urinaria; convulsion dells
durata di alcuni minuti possono ripresentarsi dopo alcune ore o anche dopo diversi giorni
dall’ assunzione dells sostanza, in seguito a stimoli ottici, acustici o tattili.

Sono stati descritti numerosi casi d’intossicazione causati dall’ingestione di lindano a scopo
terapeutico (come vermicida): in un paziente adulto (di 26 anni) un’unica dose di 45 mg/kg p.c.
induceva convuk.ioni, nausea e vomito, mentre la sornministrazione di 30 mg/kg p.c. per 3
giorni causava nausea solo in 6 su 15 pazienti trattati. Sintomi tossici gravi sono stati osservati
in volontari adulti sani, dopo 1’assunzione orale di 15-17 mg/kg p.c. di lindano in un veicolo
liquido.

I bambini sembrano essere piti sensibili: dopo la somministrazione di Iindano a scopo
terapeutico (scabicida) sono stati rilevati alcuni casi di anemia aplastica.

Gli studi clinici riportano che l’applicazione cutanea di lindano, a concentrazioni <5 mg/kg
p.c., non causa generalmente effetti neurotossici acuti. In alcuni esperimenti condotti su
volontari i? stato evidenziato che 1’assorbimento ~ spesso incomplete poich6 la Sostimza pub
essere rimossa dalla cute in seguito al Iavaggio, all’evaporazione o allo sfaldamento degli strati
cornei superficial. La quantith assorbita dall’ organismo dipende, in lines generale, sia dalla
velocith di penetrazione dells sostanza attraverso la cute, sia dalla sua v.elocith di ri.mozione
dalla superficie; i pazienti affetti da scabbia, e in particolare le donne, presentano un maggiore
assorbimento cutaneo rispetto agli individui sani.

L’ assorbimento attraverso la cute dells testa &stato valutato nei bambini, in seguito a terapie
contro la pediculosi effectuate con shampoo contenenti lindano all’1 ?ZO. La massima

concentrazione di Iindano (1,4 pg/1) ~ stata misurata nel siero 2-4 ore dopo l.a prima
applicazione; applicazioni successive causavano un aumento dei livelli serici (Ginsburg et al.,

1977).
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Studi epidemiologic ed esposizione professional

La valutazione degli effetti del lindano nei lavoratori professionalmente esposti, 5 stata
fortemente lirnitata dal fatto the, nella maggiore parte degli studi, la popolazione press in
considerazione era costituita da lavoratori addetti alla produzione, formulazione e utilizzazione
dei prodotti a base di lindano, contemporaneamente esposti ad altri pesticidi o ad altre sostanze
chimiche. E quindi difficile correlare gli effetti riportati in questi studi ad una sostanza
specifics. Nella Tabella 6 sono riportati gli studi ritenuti pih significativi per una valutazione
degli effetti sulla salute umana correlati all’ esposizione professionale.

Tabella 6. Studi epidemiologic in relazione all’esposizione professionale al Iindano

Popolazione Durata Parametri valutati ed effetti riscontrati Autori
esposizione

Applicator di 1-20 anni
pesticidi (n.=54)

Produttori di Almeno 10
pesticidi (n.=1 18) anni

Produttori di Almeno 6
pesticidi mesi

Produttori di 1-30 anni
pesticidi (n.=54)

Applicator di 16 settimane
pesticidi (n.=248)

Produttori di 8 anni
pesticidi (n.=54)

Produttori di Da Oa30
pesticidi (n.=37) anni

Produttori di Da Oa30
pesticidi (n.=19) anni
operatori (n.=26)
controlli (n.=19)

Formulator di Anche
pesticidi (n.=45) >10 anni

Produttori di Anche -
pesticidi (n.=45) >10 anni

Lavoratori 4 mesi
Forestali (n.=45)

Floricoltori Due studi
(n.=46) nel 1968
(n,=54) e nel 1988

Livelli ematici di y-HCH da 4,2 a 102 ~g/1, Kolmodin-Hedman
metabolism dei farmaci indotto e nel 407. dei 1974, 1984
Iavoratori, iperproteinemia.

Nessun effetto e stato rilevato su fegato, reni Herbst et al,, 1976
sistema ematopoietico e sistema nervoso.

Nessun effetto significativo sulla frequenza Kiraly eta/., 1979
delle aberrazioni cromosomiche nei Iinfociti.

Livelli serici di y-HCH da 5 a 188 yg/1 (media Tomczak et a/.,
36,6 ~g/1). Alterazioni dei Iivelli ematici di LH, 1981
FSH e testosterone non significative.

Livelii medi di y-HCH nel siero, in 5 gruppi di Gupta et a/., 1982
esposti, compresi tra 0,025 e 0,037 pg/1.

Livelli ematicidiy-HCHtra5-188 ~g/1. Nessun Baumann et a/.,
effetto neurologico e neuromuscolare. 1981

Livelli ematici di y-HCH tra 2-340 ~g/1. In 3 ACGIH, Inc., 1986
esposti, elettroencefalogramma molto alterato; Czegiedi-Janko &
in 14, alterazioni di minore entita. Avar, 1970

Livelli ematici di y-HCH: 57~g/1 nei produttori, Nigam et a/., 1986
16 ~g/1 negli operatori, 0,7~g/1 nei controlli.
Sintomi neurologici: paresthesia, mal di testa,
vertigini. In alcuni: vomito, tremore,
convulsion, insonnia, turbe dells memoria,
apprensione, ridotta libido.

Livelli ematici di Y-HCH: 16-57 ~g/1. Sintomi di Kashyap, 1986
tossicita in molti esposti.

Paresthesia, apprensione, mal di testa, vertigini, Chattopadhyay et
vomito, insonnia, funzione epatica alterata. al., 1988
Sintomi piu correlati all’ intensita che alla
durata dell’esposizione.

Livelli ematici di y-HCH fino a 36~g/1 (1,5 ug/1 in Drummond eta/.,
assenza di esposizione). Debolezza, nausea, 1988

gola irritata in 2 esposti con cone.> a 22 pg/1.

Nel 1988 Iivelli medi ematici di y-HCH piu Bigazzi Grasso et

elevati negli esposti che nel gruppo di controllo a/., 1989
(20,51 e 9,03 Ug/1)e ridotti rispetto al 1968 in
entrambi i gruppi.
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Sono stati condotti degli studi per valutare l’effetto irritante e sensibilizzante del lindano: i
test cutanei, eseguiti sui lavoratori agricoli e sui controlli non esposti a pesticidi, non sono
risultati positivi.

I sintomi osservati negli studi epidemiologic sono prevalentemente a carico del sistema

nervoso centrale e periferico e del fegato ed associati a livelli ematici di y-HCH 220 yg/1. Una
correlazione dose-dipendente degli effetti ~ stata rilevata in alcuni stud i. Effetti
neurocomportamentali sono stati osservati in donne con esposizioni a Iungo termine (media 10
anni) a conservanti del legno contenenti pentaclorofenolo e lindano (Peper et aL, 1999).
Mancano tuttora osservazioni SU1 rischio di analoghi effetti SUI1O sviluppo neurologico
derivante dall’esposizione in utero e/o durante 1’infanzia.

Un eventuale rischio carzcerogeno associato al lindano ~ stato valutato in alcuni studi
epidemiologic. Davis et al., 1993, hanno trovato in uno studio caso-controllo un elevato rischio
di tumore cerebrale tra i bambini trattati con shampoo contenenti lindano. La casistica era
tuttavia troppo Iimitata per consentire una possibile correlazione con la durata e 1’intensit~
dell’esposizione. Sulla base di studi caso-controllo effettuati nella popolazione maschile di
quattro Stati americani (Kansas, Nebraska, Iowa e Minnesota) ~ stata recentemente ipotizzata
un’ associazione tra il linfoma non-Hodgkin e 1’USOagricolo del lindano (Cantor et al., 1992;
Blair et al., 1998).

E stata inoltre valutata attraverso studi caso-controllo la possibile associazione tra il tumore
mammario e la presenza di organoclorurati nel tessuto adiposo dells mammella, in quanto
sostanze con potenziale attivit~ endocrina. I dati disponibili non consentono tuttavia di trarre
delle conclusion. In un’indagine condotta recentemente in Germania (Guttes et al., 1998), ad

esempio, la concentrazione del ~-HCH i2 risultata piti bassa nel tessuto mammaricl di donne

affette da tumore maligno rispetto a quells misurata nei controlli, mentre 1’isomero ‘y era al
Iimite dells rilevazione strumentale.

Studi specifici sugli effetti endocrini e riproduttivi

Riguardo agli effetti endocrini e riproduttivi, alterazioni dei livelli degli ormoni follicolo-
stimolante (FSH), luteinizzante (LH) e testosterone nel sangue di lavoratori esposti all’HCH
tecnico sono riportate in un solo studio (Tomczak et al., 1981). Tuttavia, nonostante la presenza

nel siero degli isomeri ‘y, ct e ~ in concentrazioni elevate (media 36,6, 63,5 e 185 pg/1,
rispettivamente), solo 1’aumento dei livelli di LH risultava statisticamente significativo rispetto
al gruppo di controllo.

La presenza di organoclorurati nei tessuti riproduttivi femminili 5 stata associata, al rischio
di infertility e di esiti negativi dells gravidanza (aborto, parto premature). Nella Tabella 7 sono
riportate gli studi attualmente disponibili.

In uno studio condotto tra Ie pazienti di un centro per la fecondazione assistita (Wagner et

al., 1990), le concentrazioni medie degli isomeri u, ~ e y, misurate nel fluido follicolare e nel
muco cervicale, sono risultate pii.i elevate nel gruppo di donne con sterilit~ di origine non nota.
L’ accumulo degli HCHS era particolarmente evidente nel muco cervicale. In un’ indagine

condotta tra le donne di una zona rurale dell’ India (Saxena et al., 1980b; Saxena et al., 198 la)
una concentrazione media piti elevata di Iindano (e di altri pesticidi organoclorurati) & stata

trovata nel sangue e nella placenta di donne con aborti e parti prematuri (56 e 25,4 ppb di
lindano, rispettivamente nel sangue e nella placenta) rispetto al gruppo di controllo con parto a
termine (18,5 ppb nel sangue e 8,6 ppb nella placenta). E stata ugualmente trovata un’
associazione tra la concentrazione totale degli organoclorurati misurati (DDT, DDE, HCH,
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Iindano, aldrina) nel sangue e nella placenta e il grado di prernaturit~ del parto o di precocith
dell’ aborto.

La possibile associazione tra l’esposizione ad organoclorurati a lungs persistenza, tra cui gli
isomeri dell’HCH, e il rischio di effetti sulla fertilith e sulla gravidanza ~ stata valutata in due

studi recenti condotti tra le donne affette da patologie riproduttive di un centro tedesco di
endocrinologia, negli anni 1989-1993 (Gerhard et al,, 1998; Gerhard et al., 1999). I livelli

ematici di organoclorurati sono stati misurati in 489 donne infertili ed 5 stato osservato che il ~-
HCH era positivamente correlato al peso corporeo e che le concentrazioni ematiche piii elevate

dell’ cx-HCH erano associate a casi di fibromi uterini. Livelli piii elevati di HCHS sono stati
inoltre misurati nelle donne con episodi di aborti ripetuti e risultate positive agli anticorpi nei
confronti di antigeni nucleari o tiroidei (Gerhard, 1998). In un gruppo di 89 donne con aborti
ripetuti (almeno 2 aborti), la concentrazione ematica di almeno un organoclorurato tra quelli
misurati, eccedeva nel 20% dei casi, i livelli ematici di riferimento precedentemente identificati

dagli stessi autori. In particolare nel 10% delle donne con aborti ripetuti, il livello del y-HCH

superava il limite di riferimento di 0,1 pg/1, mentre per il ~-HCH il limite di 0,7 ~g/1 era
superato nel 7Y0 dei casi. Le donne con una storia di almeno 4 aborti avevano delle

concentrazioni di y-HCH (oltre che di PCB totali e di HCB) significativamente piti elevati
rispetto alle altre donne del gruppo. Una correlazione inversa ~ stata trovata tra i livelli di

testosterone, FSH, TSH e le concentrazioni di y-HCH. Inoltre nelle donne con aborti precoci e
tardivi, aumenti di diverse popolazioni di linfociti T, nonch~ dei monociti e cellule NK, erano

direttamente associati ai livelli di y-HCH. Infine, le donne con aborti precoci e con livelli ridotti

di testosterone e di TSH, avevano le piil alte concentrazioni ematiche di ~-HCH.
Questi dati inoltre evidenziano un possibile rischio riproduttivo nelle donne esposte

professionalmente al Iindano; infatti gli studi occupazionali evidenziano livelli ematici sovente

molto in eccesso rispetto alla concentrazione di 0,1 pg/1.

Tabella 7. Studi caso-controllo sulla riproduzione femminile

Popoiazione Durata Parametri valutati ed effetti riscontrati Autori
esposizione

Donne di una Non
zona specificato
Rurale dell’lndia:
25 casif25
controlli

Pazienti di un Non
centro per la specificato
procreazione
assistita (n.=68)

Donne infertili 1990-1993
(n.=489)

Donne con aborti 1989-1993
ripetuti (n.=t39)

Nei casi di aborti e parti prematuri,
concentrazione media di lindano (e di altri

organoclorurati) nel sangue e nella placenta
piu elevati. Livelli totali di orgarioclorurati nelia
placenta e nel sangue sono associati al grado
di precocita del parto o dell’aborto.

Nelle 15 donne con sterilita di origine non nota,
elevati Iivelli medi degli isomeri u, ~ e y nel
fluido foilicolare e nel muco cervicale rispetto
alle 53 donne con steriiita di origine nota.

Livelli elevati di cx-HCH nel 44% dei casi di
fibroma uterino. ~-HCH piu elevato nelle donne
con aborti Anticorpi antinucleo tiroidei piu
frequenti in presenza di HCHS nel sangue.

Nel 10% delle donne con aborli ripetuti Iivelli di
y-HCH >Iimite di riferimento di 100 rig/l; per il ~-
HCH Iirnite di 700 rig/l superato nel 77. dei
casi. y-HCH significativamente piu elevato nei
casi con almeno 4 aborti. Livelli ormonali e
distribuzione Iinfocitaria alterati.

Saxena et a/.,
1981a

Wagner et a/.,
1990

Gerhard et a/.,
1998

Gerhard et d.,
1999
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STUDI DI TOSSICOLOGIA SPERIMENTALE:
EFFETTI SUL SISTEMA RIPRODUTTIVO

Le caratteristiche tossicologiche del lindano sono state ampiamente descritte nelle
monografie prodotte da agenzie e organisrni internazionali (USEPA, 1988; WHO, 1991; WHO,
1996).

In questa sezione sono descritti e valutati gli effetti indotti dal lindano SU1 sistema
riproduttivo maschile e femminile (effetti specifici sugli organi, alterazioni dells fertiiita) e
SU11Osviluppo sia prenatale che peri-postnatale.

Effetti SUI sistema riproduttivo

Effetti nell’animale adulto

maschile

Gli studi sperimentali fino ad oggi disponibili per valutare gli effetti specifici del Iindano SU1
sistema riproduttivo maschile dei mammiferi, sono poco numerosi e sono stati prevalentemente
condotti SU1ratto. Una sintesi degli studi ? riportata in Tabella 8.

Le prime osservazioni su alterazioni testicolari indotte dal lindano risalgono agli studi
condotti SU1 ratto da Dikshith & Datta (1972). L’ inie.zione intratesticokzre (0,25 mg per
testicolo per 10 giorni) provocava infatti sia atrofia che ipertrofia dell’epitelio seminifero,
alterazioni delle cellule spermatogeniche e la comparsa di cellule giganti multinuclleate e di
fluido edematoso.

Per via intraperitoneale (i.p.) il lindano provocava, in ratti adulti trattati per 10 giorni con
dosi di 8 mg/kg p.c, una diminuzione significativa del peso assoluto e relativo del testicolo,
degenerazione dei tubuli seminiferi ed effetti citotossici specifici sugli sperrnatociti e gli
spermatidi (Chowdhury et al., 1987). In uno studio successive la somministrazione i.p. di 8
mg/kg p.c. per 45 giorni provocava nel testicolo una diminuzione significativa sia del numero di

cellule di Leydig sia delle attivith degli enzimi ialuronidasi e 6 5,3P idrossisteroido-
deidrogenasi; 1’alterazione dells sintesi degli steroidi era inoltre evidenziata dall’aurnento di
colesterolo nel testicolo e dal rilascio di acido ascorbico (Chowdhury & Gautam, 1994).

Un quadro simile a quello descritto negli esperimenti precedent &stato riprodottc~ nel ratto
dopo la somministrazione dells sostanza per via orcde (Dikshit et al., 1978; Srinivasan et al.,

1988; Dalsenter et al., 1996). In particolare nei trattamenti per gavaggio con dose unica (30
mg/kg p.c.) o ripetuta (6 mg/kg p.c. per 5 giorni) sono state rilevate, due settimane dopo i
trattamenti, alterazioni delle cellule del Sertoli (ipertrofia e assenza di organelli) e del.le cellule
germinali (presenza di cellule giganti multinucleate che indicano un’alterazione pre-.necrotica
dells membrana cellulare) e una riduzione del numero di sperrnatidi (Dalsenter et al., 1996).

Gli animali non presentavano sintomi di tossicitil generale e i pesi degli organi riproduttivi non
erano signiflcativamente ridotti rispetto ai controlii. La presenza dells so stanza nel testicolo in
concentrazioni rilevabili (770 rig/g testicolo dopo 24 ore dal trattamento con la dose unica e 163
rig/g testicolo 2 settimane dopo) suggeriva una possibile interazione diretta dells sostamza con i

component tissutali.
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A livello dells prostata ~ stata osservata una inibizione del legame del diidrotestosterone al

recettore specifico nel ratto trattato con 60 mg/kg p.c. di lindano per 7 giorni. L’ effetto era
reversible una settimana dopo la sospensione del trattamento (Simic et cd., 199 1).

Tabella 8. Effetti del Iindano SUI sistema riproduttivo maschile nell’aduito: studi in vivo

Trattamento Specie Dose Effetti osservati Autori

Iniezione Ratto
(intratesticolo)

Iniezione Ratto
(intraperitoneo)

Ratto

Ratto

Orale Ratto
(gavaggio)

Ratto

Ratto

Orale
(dicta)

Cutanea

Ratto

Ratto

0,25 mg per
10 giorni/
testicoio

4 e 8 mglkg’
per 10 giorni

4 e 8 mglkg’
per 45 giorni

4 e 8 mgtkg’
per 45 giorni

17,6 mglkg’
per 90 giorni

60 mg/kg’
per 7 giorni

6 mg/kg*
per 5 giorni
30 mglkg’
dose unica

800 ppm nel
cibo per 2
settimane

60 m~kg’
(dose unica e
ripetuta per 4
giorni)

Nei testicoli ipertrofici: tessuto seminifero in
degenerazione; cellule germinali giganti
polimorfonucleate, proliferazione delle cellule
interstiziali. Nei testicoli atrofici: ridotto diametro
dei tubuli e presenza di fluido, cellule giganti
polinucleate; spazi interstiziali dilatati e
proliferazione dei vasi sanguigni; cellule
germinali ed epitelio seminifero in
degenerazione.

Diminuzione del peso testicolare assoluto e
relative. Alla dose piu alta, spermatogenesi
ridotta, tubuli in degenerazione.

Riduzione del peso corporeo, del testicolo,
deiie ghiandole accessories; accumulo di lipidi e
degenerazione grassa nei tessuti testicolari.

Nel testicolo, riduzione dose-dipendente del
peso; alla dose piu alta, degenerazione delle
Leydig, Iivelli ridotti dells ialuronidasi, 58, 3P
idrossisteroido deidrogenasi e acido ascorbico;
aumento del colesterolo. Riduzione del
testosterone serico.

Alterazioni istologiche e biochimiche nel fegato
e nel testicolo. Atrofia dei tubuli seminiferi e
presenza di cellule germinali multinucleate.

lFormazione del complesso diidrotestosterone-
reCettOre inibito del 35Y0, nella prOStata (CitOSOl)
di ratti adulti e prepuberi. L’effetto e reversible.

Numero di spermatidi ridotto (2 sett. dopo),
rigonfiamento delle cellule dei Sertoli, con
frammentazione o assenza di organuli.
Presenza di lindano nel testicolo 24 ore e 2
sett. dopo la fine del trattamento.

Diametro dei tubuli seminiferi ridotto, atrofia
testicolare, arresto dells spermatogenesi e
aumento degli spazi interstiziali.

Assorbimento rapido. dopo 6 ore, presenza di
lindano nel plasma e accumulo nel testicolo;
dopo 4 dosi ripetute, cone. medie di 1,89 pg/ml
net plasma e di 3,9pg/g nel testicolo. Cellule di
Leydig danneggiate.

Dikshith &
Datta, 1972

Chowdhuri
et al., 1987

Chowdhury
et aL. 1990

Chowdury &
Gautam,
1994

Dikshith et
al., 1978

Simic et al.,
1991

Dalsenter et
al., 1996

Srinivasan
et aL, 1988

Suwalsky et
a/., 2000

* mg/kg di peso corporeo
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Gli effetti osservati con i] lindano confermano i risultati precedentemente ottenuti nel topo

(Nigam et al., 1979) e nel ratto (Shivanandappa & Krishnakumari, 1983) con HCH tecnico,
contenente i diversi isomeri. Nello studio condotto SUIratto si osservava, alla dose piil elevata

sornministrata con la dieta (150 mg/kg di cibo equivalence a 28 mg/kg p.c.), atrofia del
testicolo, arresto dells spermatogenesi e accumulo di lipidi nelle cellule del Sertoli e del
Leydig. A livello biochimico ~ stato rilevato un aumento del contenuto di lipidi e di colesterolo

nel testicolo, mentre 1‘attivitii degli enzimi 8 5,3 ~ idrossisteroido-deidrogenasi, 17P
idrossisteroido-deidrogenasi e glucosio-6-fosfato deidrogenasi era significativamente ridotta,
suggerendo una inibizione dells sintesi degli steroidi nelle celh.de di Leydig. Gli effetti sulia
spermatogenesi e SU1metabolism degli steroidi a Iivello testicolare risultavano piti marcati con
una dieta priva di vitamina A (Pius et al., 1990).

La somministrazione per gavaggio di HCH alla dose di 3 e 6 mg/kg p.c. per 1.80 giorni,
provocava nei ratti una degenerazione dello strato muscolare dei vasi deferenti e una inibizione
dells capacit~ di contrazione (Gautam et al., 1989). La somministrazione nella dieta degli

isomeri ~ e y dell’ HCH per 2 settimane, alla concentrazione di 80 mg/kg equivalence a 24
mgjkg p.c. (Srinivasan et al., 1988), oltre ad alterazioni epatiche, provocava nei r,atti lesioni
testicolari quali l’atrofia dei tubuli, la necrosi dell’ epitelio seminifero e 1’assenza di spermatidi

nel Iume (gli effetti osservati erano piti marcati per I’isomero ~).
Effetti sulla funzionalitii del sistema riproduttivo maschile sono stati ugualmente riportati

dopo applicazioni cutanee di HCH nel ratto (Prasad et aL, 1995; Srivastava et uL, 1995) e nella
cavia (Dikshith et al., 1978). Nei ratti, 1’applicazione di prodotto tecnico a concentrazioni di
50-100 mg/kg p.c. per 120 giomi, causava delle alterazioni dei parametri seminali (numero,
motilith, morfologia degli spermatozoa) e dei livelli di enzimi testicolari specifici e una

riduzione dells concentrazione serica del testosterone. E interessante notare che gli isomeri CX,

~, y e 6 si accumulavano in quantith misurabile nel testicolo e nel seine prelevato
dall’epididimo. Nelle cavie, sono state ugualmente osservate, in seguito ad appliicazioni di
lindano per 30 giomi con dosi di 100, 200 e 500 mg/kg p.c. al giomo, Iesioni testicolari di
media o grave entith a seconds dells dose.

Gli effetti SUItesticolo indotti da un assorbimento cutaneo di lindano nel ratto, sono descritti
in uno studio recentemente pubblicato (Suwalsky et al., 2000). L’ applicazione di 60 mg/kg p.c.
ripetuta per 4 giorni consecutive (dose totale di 240 mg/kg p.c.) di un prodotto fa~nnaceutico
all’ 1% di lindano, induceva gravi alterazioni delle cellule di Leydig. Le prime alterazioni
ultrastrutturali osservate erano a carico del reticolo endoplasmatico liscio con conseguente
rottura delle membrane nucleari e protoplasmatiche e lisi cellulare. Questi risultati suggerivano
che il danno strutturale indotto dal pesticida poteva essere associato ad una interazione con le

membrane. La concentrazione media di lindano misurata nel tessuto testicolare (7,4 ~lg/@, 6 ore
dopo il trattamento con dosi ripetute, risultava circa 4 volte superiore a quells misurata nel

plasma (1,89 pghnl). E interessante notare che la dose utilizzata in questo esperimento era
compatible con quells normalmente prescritta in America Latina ed altri Paesi per 1’uomo nel
trattamento dells scabbia e la pediculosi con preparati di lindano all’ 190.

11 meccanismo d’ azione dell’HCH responsabile degli effetti SU1 sistema riproduttivo

maschile non ~ stato ancora chiarito; .alcuni studi recenti hanno messo in evidenza degli effetti

SUII’attivith metabolic cellulare a Iivello mitocondriale, in particolare nei process i di sintesi
dell’ATP (Roy & Chainy, 1996) e sui processi di difesa antiossidanti e di percssidazione
lipidica nel testicolo: nei testicoli di ratti giovani il lindano provocava uno stress ossidativo,
riducendo 1’attivith dells superossido-dismutasi e dells catalasi e di conseguenza aumentando i
livelli del perossido di idrogeno e la perossidazione lipidica (Samanta et al., 1999a; Samanta et

al., 1999b).
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Effetti SUIIO sviluppo (esposizione prenatale, perinatale e prepuberale)

La tossicith riproduttiva e la tossicocinetica del Iindano sono state valutate nei nati maschi di
ratte esposte alla so stanza durante la gravidanza e 1‘allattamento, in fasi critiche per 10 sviluppo
del sistema riproduttivo maschile. Una sintesi degli studi &riportata in Tabella 9.

Tabella 9. Effetti del Iindano SUIIO sviluppo del sistema riproduttivo maschile: studi in vivo

Trattamento Specie Dose Effetti osservati Autori

Orale
(gavaggio)

Orale
(dieta)

Ratto 30 mg/ kg’
dose unica
GG1 15

Ratto 1 m /kg*
9

GP 9-14
6 mglkg’ al
GP9 O GP14

Topo 15 mg/kg*
GG 9-16

Visone 1mg/kg*/giorno
(dal GGI fino

all’eta adulta
/3 generazioni)

Montone 1
mglkg’lgiorno
(dal GG1 fino
a 28 settimane
di eta).

Riduzione del numero di spermatidi nei nati
maschi all’eta adulta. Alterazione del
comportamento sessuale.

All’ eta adulta, peso del testicolo e numero di
spermi e spermatidi ridotti. Alla puberta e nell’
adulto, Iivelli di testosterone ridotti (circa 50Yo)
e alterazioni istologiche. Presenza di [indano
nel testicoio.

Nell’eta adulta riduzione del peso dei testicolo,
del numero di spermatidi e alterazioni
istologiche (iperplasia delle cellule interstiziali).

Ridotta dimension dei testicoli nei maschi
dells terza generazione.

Comportamento sessuale alterato. Durante 10
sviluppo, concentrazione serica di LH ed
estradiolo ridotta; all’eta adulta, ridotta
secrezione di testosterone dopo stimolazione
con gonadotropin.

Dalsenter et
a/., 1997a

Dalsenter et
al., 1997b

Traina et
al., 1999

Beard &
Rawlings,
1998

Beard et a/.,
1999

* mg/kg di peso corporeo
1) GG= giorno di gravidanza
2) GP= giorno postnatal

Dopo la somrninistrazione al 15° giorno di gravidanza di una dose unica di 30 mg/kg p.c.,
Dalsenter et aL (1997a) hanno osservato nei maschi, all’eth adulta, una riduzione significativa
del numero di spermatidi. Inoltre, 7 mesi dopo il trattamento, sono state evidenziate nei maschi
esposti in utero alterazioni del comportamento sessuale (perdita d’ interesse per 1a fernmina,
assenza di attivita sessuale) e una riduzione significativa dei livelli serici di testosterone.

In un esperimento successive (Dalsenter et al,, 1997b) il Iindano era stato somministrato per
gavaggio alle femmine durante I’allattamento, in un’unica dose (6 mg/kg p.c.) al 9°0 al 14°
giorno dopo il parto, e in dosi ripetute (1 mg/kg p.c.) dal 9° al 14° giorno. In tutti i gruppi di
trattamento, nei nati maschi all’eth adulta, & stata osservata una diminuzione significativa del

peso del testicolo e del numero di spermatidi e spermatozoa. Alla pubertii i livelli ematici di

testosterone erano significativamente ridotti (fino al 50% per la dose piil alta) e nei preparati
istologici il numero di cellule del Leydig risultava dirninuito rispetto ai controlli. La

concentrazione di lindano nel testicolo era confrontabile con quells misurata nel cervello e pari
alla meth di quells misurata nel fegato e nel rene. Questo studio ha dimostrato che il Iindano in
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alcune fasi di sviluppo postnatal & in grado di indurre effetti riproduttivi nei nati, lilevabili

anche nell’ etii adulta.
In uno studio recente (Traina et al., 1999) la sornministrazione prenatale di lindano nel topo

(15 mg/kg p.c. dal 9° al 16° giomo di gravidanza GG) induceva, nei nati maschi all’etii adulta
(60 giorni), effetti a lungo terrnine SU1testicolo quali riduzione del peso e del numero di
spermatidi e alterazioni biochimiche. Inoltre gli effetti osservati dopo i trattamenti in utero
erano confrontabili con quelli indotti dalla somministrazione, nello stesso periodo di

gestazione, dell’ estrogeno di sintesi dietilstilbestrolo o DES (10 pgkg p.c.). La
sornministrazione di Iindano nel periodo postnatal, dal 5° al 9° giorno di allattamento, causava
nei maschi adulti effetti sirnili seppure meno rilevanti. L’ ipotesi che il lindano possa interagire
con il sistema ormonale, svolgendo un’ attivitii di tipo estrogenica, sembra essere sostenuta dai
risultati ottenuti sulle femmine (Mantovani et al, 2000).

Altre specie animali sono state oggetto di osservazioni per valutare gli effetti a Iungo
termine del lindano. In uno studio a tre generazioni, visoni sono stati esposti attraverscl la dieta
ad una dose giornaliera di 1 mg/kg p.c. (Beard & Rawlings, 1998). 11trattamento iniz,iato allo

svezzamento, si prolungava nelle generazioni successive fino all’ eth adulta de] la terza
generazione. 11 periodo di esposizione comprendeva pertanto le fasi di accoppiamento,
gestazione e allattamento. Nei nati maschi dells terza generazione si osservava una
diminuzione, statisticamente significativa, dells dimension dei testicoli. Nessun sintomo di
tossicitii era stato rilevato tra gli animali trattati e i livelli serici di testosterone non risultavano
alterati.

In conclusion gli studi in vivo relativi agli effetti del lindano sul sistema riproduttivo
maschile di animali adulti hanno evidenziato, in alcune specie, riduzione del peso degli organi
riproduttivi e alterazioni numeriche, morfologiche e funzionali delle cellule del testicolo
(cellule germinali, di Leydig e del Sertoli) alla maturit~ sessuale. Negli organismi in via di
sviluppo, il passaggio di’ lindano attraverso la barriera placentae e/o il Iatte materno induce
degli effetti simili SU1 testicolo, osservabili a lungo termine dopo il raggiungimento dells
maturith sessuale (anche nella 3’ generazione).

Effetti SUI sistema riproduttivo femminile

Effetti nell’animale adulto

Una sintesi degli studi per valutare gli effetti del lindano SU1sistema riproduttivo femminile
~ riportata in Tabella 10.

Effetti del Iindano SUIciclo estrale sono stati messi in evidenza nelle femmine adulte dopo
somrninistrazione i.p. Una dose di 5 mg/kg p.c. (2 volte a settimana) provocava un significativo
prolungamento del proestro con un conseguente ritardo dell’ ovulazione. Gli effetti ml ciclo
estrale erano evidenziati a Iivello delle cellule vaginali, dall’ elevata concentrazione di
glicogeno e di alcuni enzimi (sorbitolo deidrogenasi, fosfatasi alcalina) durante il proestro, e
dall’ aumento dei mucopolisaccaridi durante 1’estro (Lahiri et al., 1985). Un trattamento

eseguito nel giorno del diestro con dosi 2 a 25 mg/kg (Uphouse & Williams, 1989) aulmentava
in modo significativo la durata del ciclo estrale; inoltre in alcune fernmine trattate con 50 mgkg

p.c. il proestro, messo in evidenza da modificazioni a livello vaginale, non si verificava o era

posticipato.
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Tabella 10. Effetti del Iindano SUI sistema riproduttivo femminile nell’animale adulto: studi in vhm

Trattamento Specie Dose Effetti osservati Autori

Iniezione Ratto 5-10 mg/kg*, 2
(intraperitoneo) volte/settimana

Ratto 25-75 mglkg” nel
proestro.

Ratto 10-50 mg/kg* nel
diestro

Orale Ratto 20 mgfkg’ Igiomo
(gavaggio) per 30 giorni

Ratto 10-40 mgfkg’1
giornol 5 giorni
(in adulte
ovariectomizzate)

Topo 0,8 mg/kg*/4 sett.
1,2 mg/kg*/6 sett.
3 mg/kg* /2 sett.
3 mglkg’14 sett.

Conigli 0,8-4 mglkg”l
o giorno/ 12-15

settimane

Orale Pecora 2,5 mg/kg*/2
(dicta) volte a sett. per

43 giorni

Alterazioni del ciclo estrale: prolungamento
del proestro (5-7 volte >del normale) e
ovulazione ritardata.

Alterazione del comportamento sessuale:
riduzione dose-dipendente dells recettivita

all’ accoppiamento (Iordosi).

Per dosi 225 mg/kg aumento significativo
dells durata del ciclo vaginale, recettivita
sessuale ndotta; alla dose di 50 mg/kg,
proestro vaginale assente durante it periodo
di trattamento e nei 6-8 giorni successive.

Nelle femmine ovariectomizzate: aumento
significativo dells cone.di glicogeno in utero,
vagina e cervice in assenza di aiterazioni
istologiche.

II Iindano non altera il numero di recettori
estroaenici e non induce la rxoduzione di

Lahiri et al.,
1985

Uphouse,
1987

Uphouse &
Williams,
1989

Raizada et
al., 1980

Laws et a/.,
1994

prog~sterone (estrogeno-dipendente) a Iivello
dell’ipotalamo, dell’ipofisi e dell’ utero. Cone.
di estradioio serico normale.

Inibizione dose dipendente dells
steroidogenesi a Iivello ovarico. Alla dose piti
alta, formazione del pregnenolone e sua
conversion in progesterone, fortemente
inibite.

Funzioni adrenocorticali alterate. Peso
ridotto, alterazioni istologiche, glucocorticoidi
in ridotta concentrazione nella ghiandola e
nel plasma.

Accumulo della sostanza nell’ovaio, ovidotto,
tessuto uterino e fluido follicolare. Frequenza
dell’ovulazione ridotta.

Assenza di tossicita. Diminuzione dei Iivelli
basali di LH; aumento delle concentrazioni
seriche di insulins ed estradioio;

Sircar &
Lahiri, 1990

Lahiri &
Sircar, 1991

Lindenau et
a/., 1994

Rawlings et
al., 1998

‘ mg/kg di peso corporeo

Effetti SU1comportamento sessuale sono stati osservati in ratte femmine adulte trattate per

iniezione i.p. con dosi di lindano comprese tra 25 e 75 mg/kg (Uphouse, 1987): nel giomo del

proestro, i] lindano provocava un’ inibizione dose-dipendente dells lordosi e dells recettivith
sessuale. Questi effetti, simili a quelli indotti dal kepone, un altro insetticida organoclorurato

con attivith estrogenica accertata, suggerivano un’ interazione a livello dei neurotrasmettitori. E’

stata pertanto ipotizzata un’ associazione tra gli effetti riproduttivi osservati e 1’inibizione a
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Iivello centrale del sistema GABA (y-aminobutyric acid), meccanismo ritenuto responsabile dei

sintomi neurologici indotti dal lindano. Tuttavia la mancanza di effetti SU1comportamento
sessuale e SUIciclo estrale dopo la somministrazione di picrotoxina, noto inibitore d.el sistema
GABA, nel giorno di proestro o di diestro, non sostenevano questa ipotesi.

L’ipotesi che il lindano possa interagire con l’attivit~ estrogenica & stata suggerita da uno
studio condotto per via orale su ratte ovariectomizzate (Raizada et al., 1[980). La
somministrazione di lindano (20 mg/kg p.c. al giomo per 30 giomi) causava Un aumento
significativo del contenuto di glicogeno negli organi riproduttivi (utero, cervice e vagina).
L’ attivitii dell’ insetticida appariva comunque debole rispetto all’estradiolo dipropionato

utilizzato come controllo positivo the, oltre ad aumentare da 2 a 4 volte il contenuto di
glicogeno, alterava significativamente il peso degli organi riproduttivi.

In uno studio successive (Laws et al., 1994) 2 stata valutata I’eventuale capacith clel lindano
di inibire la risposta dei tessuti estrogeni-dipendenti all’ estradiolo, attraverso un’ azione mediata
dai recettori estrogenici stessi. L’affinith del lindano per i recettori estrogenici (ER) e

progestinici (PR) ~ stata rnisurata in ratte adulte ovariectomizzate e stimolate con 17-P
estradiolo benzoato (EB). La somministrazione orale di lindano a dosi comprese tra 10 e 40
mg/kg p.c., per 5 giorni, non alterava 1’affinit~ dell’ EB per i recettori, la distribuzione dei
recettori ER del citosol e del nucleo o la risposta funzionale all’ estrogeno misurata
dall’induzione dei recettori PR, a Iivello dell’ ipotalamo, dell’ ipofisi e dell’utero. Questi risultati
non indicavano pertanto un’ interazione diretta del lindano con gli ER.

Gli effetti del lindano SU1sistema riproduttivo femminile sono stati studiati su altre specie
animali. Nel topo &stata messa in evidenza un’ interazione del lindano con il sistema orrnonale
a livello ovarico (Sircar & Lahiri, 1990). La sornministrazione orale per gavaggio di lindano per
periodi di 2-6 settimane, a dosi comprese tra 1 e 3 mg/kg p.c. (quantith totali di 22-86 mg/kg
p.c., la dose letale 50, DL50, stirnata nel topo ~ 84 mg/kg p.c.) provocava un’inibizione dose-
dipendente dells scissione dells catena laterale del colesterolo nei mitocondri dell’ c)vaio. Alla
dose piii alta la forrnazione di pregnenolone e di conseguenza la sua conversion a progesterone
erano fortemente inibite (fino al 75%). Alterazioni dells ghiandola surrenalica sono state inoltre
osservate nel topo dopo somministrazione per gavaggio di 1-3 mg/kg p.c./giorno di lindano, per
periodi compresi tra 2 e 8 settimane. Nei gruppi di trattamento, i] peso dells ghiandola surrenale
risultava ridotta ed erano evidenti alterazioni istologiche a carico dells corteccia; inoltre il
contenuto di glucocorticoidi e di acido ascorbico risultava ridotto, mentre il colesterolo era
aumentato rispetto ai controlli (Lahiri & Sircar, 1991).

L’ accumulo dell’ isomero y nel tratto riproduttivo femminile ~ stato invece Vidutato nel
coniglio. Dopo la somministrazione di 0,8-4 mg/kg p.c. di Iindano al giomo per circa 3 mesi, 1’

isomero y era presente in quantith misurabile nell’ ovaio, nell’ ovidotto, nel fluido fcdlicolare e
nel tessuto e fluido uterino; inoltre gli animali trattati avevano una frequenza di iovulazione
significativamente ridotta rispetto ai controlli (Lindenau et al., 1994).

Nella pecora la somministrazione di 2,5 mg/kg p.c. (2 volte a settimana per 43 giomi)
causava un aumento significativo dei livelli serici dell’ estradiolo e dell’ insulins, mentre le
concentrazioni di tiroxina e di LH risultavano ridotte (Rawlings et al., 1998).

Effetti SUIIO sviluppo (esposizione prenatale, perinatale e prepuberale)

La somministrazione di lindano, per iniezione o per via orale, prima dells maturith sessuale,
provoca nella femmina di ratto alterazioni dei livelli orrnonali, del ciclo estrale e dellle risposte

dei tessuti estrogeno-dipendenti (Tabella 11).
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Tabella 11. Effetti del lindano SUIIO sviluppo del sistema riproduttivo femminile: studi in vivo

Trattamento Specie Dose Effetti osservati Autori

Iniezione Ratto
(intraperitoneo)

Orale Ratto
(gavaggio)

Orale Ratto
(gavaggio)

Ratto

Ratto

Orale Pecora
(dicta)

15 mg/kg*/7giorni
(immature)

Attivazione degli enzimi microsomiali epatici
che metabolizzano I’estrone

O-40mglkg*/
giorno
(svezzamento-
eta adulta)

A dosi 220 mg/kg, aumento del peso dopo
110 giorni di trattamento, ritardo
nell’apertura vaginale, ciclo estrale alterato,
peso dell’utero e dell’ipofisi ridotti, aumento
del consumo di cibo durante ii proestro.

5-40 mgikg’
(svezzamento-
eta adulta)

30-60 mg/kg*/ 7
giorni (immature)

Apertura vaginale ritardata e alterazione
reversible del ciclo ovarico. Nel giorno del
proestro, alle dosi piu alte, peso dell’ utero e
deil’ipofisi ridotto, alterazioni dei Iivelli serici
ed ipofisari di LH ($), prolattina (~) e FSH
(~). Nelle prepubere trattate, ridotta risposta
dell’ utero e ipofisi ail’EB (effetto
antiestrogenico).

Formazione del complesso estradiolo-
recettore nel citosol dell’utero
significativamente inibita (inibizione non-
competitive). L’effetto sui RE e stato
evidenziato anche in vitro.

40 mg/kg*/7giorni
giorni (immature)

Nessuna alterazione del n“ di RE e dells
sintesi di progesterone nell’ipotalamo, ipofisi
e utero e dei Iivelli di estradiolo serico.

1 mglkg’1 giorno,
(GG1 fino a 67
settimane di eta)

Alterazioni ormonali: Iivelli serici di T4 ridotti
durante 10sviluppo, aumento nella
frequenza dei picchi di LH, riduzione del
numero e del volume dei corpi Iutei, cicli
estrali piti brevi.

Welch et
al., 1971

Chadwick et
al., 1988

Cooper et
aL, 1989

Tezak et al.,
1992

Laws et al.,
1994

Beard &
Rawlings,
1999

* mg/kg di peso corporeo

In uno studio condotto da Welch et al. (1971) su ratte prepubere all’eth di 19 giomi, il
metabolism dell’ estrone mediato dagli enzimi microsomiali epatici risultava stimolato dalla
somministrazione di insetticidi organoclorurati tra i quali il lindano. Le ratte trattate con
lindano per iniezione i.p. (15 mg/kg p.c. per 7 giomi) metabolizzavano a livello epatico circa il
50% in piti dell’ estrone rispetto ai controlli; inoltre quando le femmine, 24 ore dopo l’ultima
somministrazione di Iindano, erano trattate con un’ iniezione di estrone-6,7-H3, 1’aumento di
peso dell’utero (azione uterotropica dell’estrogeno) era inibito del 50% rispetto ai controlli
trattati solo con I’estrogeno.

Un aumento significativo del peso corporeo (>20%) &stato osservato nelle femmine di ratto

dopo la somrninistrazione orale di 20 e 40mg/kg di lindano, dall’etii di 21 giorni e per 110

giomi consecutive. Altri effetti, non sempre correlati alla dose, quali il ritardo dell’apertura
vaginale e dells comparsa di cicli vaginali regolari, alterazioni del quadro citologico vaginale,
erano presenti in alcuni dei gruppi trattati con dosi comprese tra 5 e 40 mg/kg (Chadwick et al.

1988; Cooper et al., 1989). Inoltre alla fine del periodo di trattamento e con le dosi piti alte, si
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osservava una diminuzione del LH e dells prolattina nel siero e nell’ ipofisi e una riduzione

significativa dell’ estradiolo serico (solo per la dose di 40 mgkg).
In un esperimento condotto successivamente per valutare la risposta del tessuto uterino e

degli ormoni ipofisari, un gruppo di femmine & stato trattato dallo svezzamento (210 giorno)
all’eth aduka con dosi di lindano di 30 mg/kg p.c./giomo e all’ eta di 27 giomi con una iniezione
di EB. L’ aumento del peso uterino e del LH serico nelle fernmine trattate con lindano risultava
minore rispetto al gruppo di controllo, 30 ore dopo la stimolazione con l’estrogeno. Inoltre la
riduzione dei livelli ipofisari di LH, FSH e prolattina indotta dall’ EB era minore nelle femmine
trattate con Iindano rispetto ai controlli che avevano ricevuto solo EB. Questi dati indicavano
che il lindano era in grado di alterare la risposta dei tessuti estrogeno-dipend. enti alla
stimolazione di ormoni steroidei ovarici e che questo effetto anti-estrogenico del lindano poteva
essere responsabile delle alterazioni osservate nelle femmine.

I risultati ottenuti da Tezak et al. (1992) suggerivano invece una interazione diretta del
Iindano con il recettore estrogenico, a livello dei tessuti bersaglio, attraverso una inibizione
dells formazione del complesso recettore-ormone. La somministrazione orale di lindano in ratte
di 21 giomi (30-60 mg/kg/giorno per 7 giomi) induceva infatti una dirninuzione del numero di
siti liberi di Iegame sui recettori estrogenici, a livello dell’ utero, L’ inibizione dells formazione
del complesso recettore-estradiolo nel citosol era dose-dipendente sia nei trattamenti in vivo
(30% e 46% di riduzione, a 30 e 60 mg/kg rispettivamente) che nell’esperimento condotto in

vitro SU1citosol di uteri prelevati in ratte di 28 giomi non trattate (11% e 4290 di riduzione). Lo
studio dells cinetica di reazione indicava tuttavia che 1’inibizione del legame dell’ estrogeno al
recettore specifico, indotta dal lindano, non era di tipo competitive poich6 1’affinith di legame
per il recettore non risultava alterata (Laws et al., 1994). I risultati preliminary di un recente
studio suggeriscono un possibile effetto simil-estrogenico nel topo, in seguito ad esposizione
prenatale al Iindano. Tra gli indici di sviluppo puberale esaminati ~ stata osservata una
precocitii dell’ apertura vaginale, inoltre erano presenti una ipertrofia e iperplasia
dell’ endometrio (Mantovani et al., 2000).

In conclusion gli studi sperimentali suggeriscono che il lindano nella femmina pub
interferire con gli orrnoni sessuali ed alterare i tessuti e le funzioni ormono-dipendenti. Le
evidenze attualmente disponibili non consentono tuttavia di chiarire i] meccanismo d’ azione
responsabile degli effetti osservati. Una possibile interazione diretta sui recettori estrogenici 2
tuttora controversy. Nel ratto sono stati descritti sia effetti estrogenici (Raizada et <z1.,1980;
Uphouse, 1987) che effetti antiestrogenici (Chadwick et al.,1 988; Cooper et al., 1989). Queste
diverse risposte potrebbero dipendere dalla fase biologica in cui avviene I’esposizione. Non
sono inoltre da escludere interazioni dirette del lindano con il metabolism degli steroidi a
Iivello del fegato, dells corteccia surrenale e dell’ ovaio.

Effetti sulla gravidanza e 10 sviluppo prenatale

Gli effetti del lindano sulla gravidanza sono stati valutati in un numero lirnitato di studi ad

una o piii generazioni effettuati mediante sornministrazioni attraverso la dicta, Gli studi per
valutare gli effetti SU1concepito sono stati invece condotti su diverse specie animali (topi, rattl,

conigli, cani e maiali) e con diverse vie di somministrazione (orale, cutanea, intraperitoneale).
Una sintesi delle informazioni attualmente disponibili.3 riportata in Tabella 12.

Uno studio a tre generazioni nel ratto (Palmer et al., 1978b) non ha messo in evidenza

alterazioni significative dells frequenza di accoppiamenti e di gravidanze nei gruppi trattati (25-
100 mg/kg alimento equivalence a 1,25-5 mg/kg p.c.) rispetto ai controlli. Non vi erano inoltre
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difference significative nella frequenza di malformazioni, e nella dimension e crescita delle

nidiate. Nelle femmine di terza generazione, nei gruppi esposti a dosi 2 25 mg/kg, sono stati
invece osservati un aumento del peso del fegato e la presenza di epatociti ingrossati e con
vacuoli, effetti probabilmente associati ad una induzione enzimatica. 11NOAEL (No Observed
Adverse Effect Level) per quest’ effetto era di 25 mg/kg di alimento (1 ,25 mg/kg p.c.).

Una minore efficienza riproduttiva &stata invece osservata nel visone. La somministrazione
di lindano a una concentrazione di lmg/kg di alimento (dose in mg/kg p.c. non specificato)
nelle fernmine, tre settimane prima dell’ accoppiamento e per tutto il periodo successive fino
allo svezzamento dei nati (8 settimane dopo il parto) riduceva in modo significativo la
percentuale di femmine che partorivano, senza alterare la frequenza degli accoppiamenti e il
numero di impianti. La proporzione di perdite embrionali post-impianto era aumentata nel
gruppo trattato (Beard et al., 1997). In uno studio successive (Beard & Rawlings, 1998), in cui
maschi e femrnine ricevevano la stessa dose di lindano nella dieta (1 mg/kg di alimento) dal
concepimento fino all’ eth adulta e per tre generazioni, 5 stata osservata una minore frequenza di
parti e una ridotta dimensione delle nidiate (fino al 60%) rispetto ai gruppi di controllo. E stata
osservata, tra gli animali che si accoppiavano, una riduzione statisticamente significativa dells
percentuale di animali che partorivano e dells dimension delle nidiate, nei gruppi trattati
rispetto ai controlli.

Nel topo, effetti piu o meno gravi a seconds del periodo di esposizione prenatale, sono stati
osservati dopo somministrazione per gavaggio di dosi inferiori a 10 mg/kg p.c. 11trattamento
effettuato ad inizio gestazione (giomi di gestazione, GG 1-4) inibiva totalmente 1‘impianto, a
metii gestazione (GG 6-12), provocava un riassorbimento dells nidiata, a fine gestazione (GG
14- 19), invece causava un aumento dells frequenza di mortalita tra i nati (Sircar & Lahiri,
1989). Negli studi condotti da Frohberg & Bauer (1972a; 1972b) nel topo, la somministrazione
di lindano durante l’organogenesi (GG 6-15) per i.p (6 mg/kg) o per gavaggio (12-60 mg/kg)
non induceva gravi alterazioni se non un aumento dells mortalitii fetale e una riduzione del peso
dei nati alla dose di 60 mg/kg/giomo, in presenza di un’evidente tossicith matema (48% di
mortalit~). In un altro studio condotto SU1coniglio, un aumento dells frequenza di perdite post-
impianto ~ stato osservato nei gruppi trattati per gavaggio dw-ante 1’organogenesi (GG 6-18)
con dosi tra 5 e 20 mg/kg p.c.; la somministrazione di lindano provocava tuttavia una tossicith
matema evidente durante il trattamento (letargia, tachipnea) e una riduzione dell’ aumento di
peso durante la gestazione (Palmer et al., 1978a).

In altre specie (ratto, coniglio, cane, mucca e maiale) il trattamento per via orale con dosi
che non causavano tossicit~ matema, non inducevano effetti sulla mortalit~ fetale, SUInumero e
sulla crescita dei nati (Tabella 12).

Gli studi di tossicit$i prenatale non hanno messo in evidenza effetti teratogeni rilevanti negli
animali trattati con lindano per via orale (dieta e gavaggio) e per iniezione sottocutanea.
L’unica anomalia riportata nel ratto e nel coniglio era un’ aumentata incidenza di nati con
costole soprannumerarie. Questo effetto era presente solo in alcune delle nidiate trattate con
dosi di 20 mg/kg p.c./giomo (GG 6-15) e sempre in presenza di una tossicitii matema (Palmer et
al., 1978a).
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Tabella 12. Effetti sulla fertilita e SUI concepito (embriotossicita, fetotossicita, teratogenesi)

Trattamento Specie Dose Effetti osservati Autori

Iniezione Topo
(sottocute)

Ratto

Orale Ratto
(gavaggio)

Ratto

Ratto

Topo

Topo

Topo

Cane

?
6 m kg*
(GG 11-1306-15)

0-30 mg/kg*
(GG 6-15)

0-30 mg/kg*
(GG 6-18)
45 mg/kg*(GG 6-9)

12,5-25
mgfkgalgiorno
(inters gestazione)

0-20 mg/kg*
(GG 6-15)

3,12-6,25-12,5
mg/kg* (GG 6-15)

12-30-60 mg/kg*
(GG6-15el l-12)

10 mg/kg* (GG 1-4);
6 mg/kg* (GG 6-12);
7 mg/kg* (GG 14-19)

30 mg/kg* (GG12)

0-15 mg/kg* (GG 1-
5)

Coniglio 5-10-20 mg/kg p.c.
(GG 6-18)

Nessun effetto SUI numero di impianti o di Flrohberg
embrioni, sulla 7. di riassorbimenti, and Bauer,
sull’incidenza di malformazioni. 1!J72a

Tossicita materna con 15 e 30 mg/kg.
Nessun effetto su gestazione e nidiate Reno,
( vitalita, sviluppo, malformazioni). 1!376a

A 30 e 45 mg/kg, tossicita materna; a 45 Reno,
mg/kg, numero di riassorbimenti aumentato 1!976b
ed elevata mortalita materna.

A 25 mg/kg aumento dells mortalita Mametkulie
embrionale post-impianto; nessuna dose v, 1976 in
induceva effetti teratogeni. Izmerov,19

83
A 20 mg/kg tossicita materna (ridotta Palmer et
assunzione di cibo e peso ridotto); nella a[., 1978 a
prole, aumento dells frequenza di costole
sovranumerarie.

Nessun effetto sui feti e nessuna Khera et al.,
malformazione. 1’979

A 60 mg/kg, aumento dells Ietalita fetale e Frohberg
materna, diminuzione dei pesi fetali e and Bauer,
ridotto accrescimento delle madri; Nessun 14972b
effetto SUI numero di impianti, YO di
riassorbimento, SUII’ incidenza di
malformazioni.

Ad inizio gestazione: assenza totale di Sircar and
impianto. A meta gestazione: totale Lahiri, 1989
riassorbimento dei feti. A fine gestazione:
mortalita nella nidiata e peso dei nati ridotti.
Questi effetti non si verificano in presenza
di estrogeno e progesterone.

Aumento dells concentrazione di metaboliti Hlassoun et
Iipidici nei siero materno e nel fluido al., 1996
amniotico (induzione deila perossidazione
Iipkiica).

Nessun effetto significativo SUIIOsviluppo e Earl et al.,
vitalita delle nidiate. 1973

In tutti gli animali, durante it trattamento, Palmer et
tachipnea e Ietargia, riduzione delis crescita al., 1978a
ponderale e deli’assunzione di cibo; a 5 e
20 mg/kg aumento delle perdite post-
impianto; aumento del n. di nati con costole
sovranumerarie, a 20 mg/kg. Peso e
crescita delle nidiate normale, assenza di
altre malformazioni.
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Trattamento Specie Dose Effetti osservati Autori

Orale Ratto

(dieta)

Ratto

Mucca

Maiale

Visone

Visone

5-10 mg/kg*/giorno
(90-1 38 giorni)

25-50-100 mg/kg
cibo
maschi e femmine:
3 generazioni

28 mg/kg*
(aweienamento
accidental: 6’-17a
sett. prima del parto)

0-50-500 mg/kg cibo
30 giorni prima e
dopo
I’accoppiamento

1 mglkg’lgiorno
(prima dell’
accoppiamento, fino
allo svezzamento)

1 mgikg’lgiorno
dall’accoppiamento
all’eta adulta,
(3 generazioni)

La somministrazione di 10 mg/kg nelle
femmine per 138 giorni provoca riduzione
dell’indite di fertilizzazione.

Nessun effetto su fertilita, gestazione,
incidenza di malformazioni, dimension e
crescita deile nidiate. Nelle femmine dells
3’ generazione, a 25 mg/kg aumento del
peso del fegato; a 50-100 mg/kg epatociti
ingrossati e con vacuoli.

Tossicita materna (convulsion, tremore)
Nessun effetto sulla durata dells gestazione
e SUIIOsviluppo prenatale, assenza di
malformazioni.

Nessun effetto SUI numero e SUI peso degli
embrioni e sull’ovulazione.

Fertilita alterata: ridotta frequenza di parti e
aumento della percentuale di perdite post-
impianto, nei gruppi trattati.

Efficienza riproduttiva alterata: ridotta
percentuale di femmine accoppiate che
partoriscono e ridotta dimension delle
nidiate (fino a 60% rispetto ai controlli).

Trifonova et
al. 1970

Palmer et
al., 1978b

McParland
et al,. 1973

Duee et al.,
1975

Beard et al.,
1997

Beard and
Rawlinqs,
1998

‘ mg/kg di peso corporeo
1) GG =giorni di gestazione.

I dati disponibili consentono di concluder che il lindano non & un composto teratogeno
neppure a dosi che inducono evidente tossicith matema. Tuttavia, almeno in alcune specie
(topo, visone) si osservano effetti avversi SU1mantenimento e sull’andamento dells gravidanza
che potrebbero suggerire un’ alterata omeostasi ormonale.

Studi in vitro

Diversi modelli sperimentali in vitro sono stati utilizzati per mettere in evidenza i possibili
meccanismi d’ azione responsabili degli effetti osservati sulla funzione riproduttiva maschile e

fernminile. Sono stati inoltre caratterizzate le interazioni del lindano sulla maturazione

dell’ ovocita, SU1processo di fecondazione e SUI1Osviluppo pre- e post-impianto dell’ embrione.
I-ha sintesi delle informazioni attualmente disponibili 5 riportata in Tabella 13.

Alcuni studi hanno valutato la possibile interazione diretta del lindano con i recettori degli

ormoni sessuali. Riguardo ai recettori estrogenici, il test E-screen, che misura il grado di
proliferazione delle cellule MCF-7 (tumore mammario umano) dopo stimolazione con

estrogeni, & risultato negativo in presenza di Iindano alla concentrazione di 10 pmoli (Soto et

34



al., 1995). Questo risultato indicava che questa sostanza non era in grado di legarsi ai recettori
estrogenici e confermava i risultati ottenuti in alcuni studi condotti su femmine di ratto
prepubere o ovariectomizzate (Laws et al., 1994). L’interazione del lindano con i recettori

estrogenici ? stata studiata su un altro modello in vitro con colture primarie di epatociti di trote,
per valutare l’espressione estrogeno-dijendente del gene per la vitellogenina (Flouriot et al.,

1995). La sintesi dells vitellogenina, che normalmente avviene nelle femmine ovipare alla
maturazione sessuale, .5 stata evidenziata nei pesci maschi esposti a sostanze ambientali con
attivith estrogenica. Questa proteina 5 stata pertanto proposta come marker biologico nei pesci e
in altri vertebrate ovipari per valutare 1’esposizione ad EDC (Sumpter & Jobling, 1995; Palmer
& Palmer, 1995). Nelle coiture primarie di epatociti il lindano provocava un accumulo del
rnRNA dells vitellogenina; 1’induzione dell’ espressione genica appariva mediata dai recettori
estrogenici poich4 1’effetto di accumulo era inibito dal pretrattamento delle colture primarie con
sostanze antiestrogeniche (ICI 164, ICI 384). Tuttavia in un altro test il lindano, contrariamente
ad altri xenobiotici saggiati (clordecone, nonilfenolo), non era in grado di competere con il

[3J+lestradioloPer il legameal recettoreestmgenko;questo risultato suggeriva una probabile
interazione indiretta del lindano mediata dai suoi metaboliti epatici e non era pertanto in
contrasto con i risultati precedentemente ottenuti sulle colture di cellule e tessuti di mammiferi.

Tabella 13. Effetti SUI sistema riproduttivo maschile e femminile e SUIIO sviluppo: studi in vitro

fvlodeilo sperimentale Dose Effetti osservati Autori

E-screen (MCF-7,
tumore mammario
umano)

Coltura primaria di
epatociti di trote

Test in vitro: recettori
steroidei e proteine che
Iegano gii ormoni

Spermatozoa umani

Spermatozoa umani

Cellule mioidi
peritubulari di ratto
(coltura primaria)

Cellule di carcinoma
prostatico umano PC-3,
transfettate con geni per
RA e per Iuciferasi

10 pmoli

10-100 &moli

100 ~moli

10-60 Lmoli

0.1-30 Kmoli

20-200 ~moli

10 Vmoli

Nessuna proliferazione delle cellule MCF-7, ne
interazione con i recettori estrogenici.

Induzione di RE e accumulo di mRNA per la
vitellogenina. Effetto inibito dall’aggiunta di
antiestrogenici (tamoxifene, ICI 164, 384).

Inibizione del Iegame specific~ tra il [3H]5 rx-
diidrotestosterone (Di-tT) e it RA, nessuna
interferenza SUI Iegame del DHT con la proteina
che Iega gli androgeni (ABP).

Depolarizzazione dells membrana degli
spermatozoa e aumento del Ca2+ intraceilulare
(alterazione delta conduzione di membrana e/o
del potenziale soglia dei canali ionici).

II Iindano altera la dinamica molecolare
disponendosi all’interno delta membrana dello
spermatozoa. Alla dose di 0,1 ~moli, inibita
risposta dello spermatozoa al progesterone.

Depolarizzazione dells membrana e aumento
del Ca2+ intracellular nelle cellule mioidi
peritubulari.

II Iindano non interferisce con i RA ne con I’ABP,

Soto et a/.,
1995

Flouriot et
al., 1995

Danzo. 1997

Silvestroni et
a/., 1997

Silvestroni &
Palleschi,19
99

Silvestroni et
a/., 1999b

Schrader &
contrariamente ad altri organoclorurati (p,p’- Cooke, 2000
DDE).

segue
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Modello sperimentele Dose Effetti osservati Autori

Cellule tumorali di 10-100 Umoli
Leydig MA-1 O, di topo con (Bu)z

cAMP
(1 mmoli)

Cellule del Sertoli, 10-100 pmoli
colture primarie di ratto

Cellule del miometrio di 1-10 !~moli
ratto

0,1-100 pmoli

Tessuto uteri no di ratto, 5-100 Kmoli
prelevato a meta
gestazione

Cellule dell’utero e delle 8-200 pmoli
tube di bovini

Cellule dell’endometrio 32-64 ~moli
e delle tube (bovini)

Cellule delle tube 8-128 &moli
(bovini)

Follicolo ovarico di ratto 5-15 Lmoli

Ovociti bovini 7,5-29 ~g/ml

Embrione di ratto 50-400 pmoli
completo di sacco
vitellino al GG1 O

Embrioni di topo pre- 3,6-29 yg/ml
impianto

Diminuzione dose-dipendente dells sintesi di
progesterone, dopo stimolazione con (Buz)
cAMP; assenza di effetto su sintesi proteica,
proteins-chinasi A e espressione degli enzimi
della steroidogenesi. Proteina StAR ridotta.

Aumento dell’attivita degli enzimi mitocondriali,
della secrezione di lattato e dells inibina B, in
assenza di citotossicita.

Aumento dose-dipendente cfel [Ca2+] interno,
attraverso il rilascio selettivo dei depositi di
inositolo 1,4,5-trifosfato. A 10~moli inibizione
dells comunicazione intercellular e aumento
dells proteina chinasi C.
Aumento dose-dipendente di cAMP e di acido
arachidonico triziato (possibile evento critico
nella inibizione dells comunicazione
intercellular tra i miociti dell’utero).

Riduzione dose-dipendente dells forza di
contrazione muscolare; a 30 ~moli arresto delle
contrazioni. Effetto potenziato dall’inibizione
dells fosfolipasi A2 o dall’aggiunta
dell’antiossidante quinacrina.

Inibizione della sintesi di DNA, nelle cellule
epiteliali e stromali. II Iegame dell’ estradiolo
marcato ai RE dell’endometrio non e inibito.
Nessun aumento dells depolarizzazione e dell’
attivita ossidativa nelle cellule degli ovidotti.

Con 64 Kmoli e dopo 30 min. d’incubazione,
ATPasi-Mg2+dipendente inibita nella frazione
microsomiale delle cellule dell’ endometrio.

Comunicazione intercellular giunzionale inibita.
Effetto non associato ad un aumento di [Ca27
nelle cellule.

Iinibizione della maturazione del foilicolo, con
alterazione delle giunzioni tra I’ovocita e Ie
cellule dells granulosa.

Inibizione dose-dipendente dells maturazione
dell’ovocita. Nessun effetto SUI processo di
fecondazione degli ovociti; no di embrioni agli
stadi di morula e blastocisti ridotfi.

Aumento dose dipendente dells mortalita (88?L0
a 400 Umoli) e dell’incidenza di malformazioni.
Ritardo nella crescita.

Alla dose piu alta, totale degenerazione degli
embrioni. Inibizione dose-dipendente dells
formazione e maturazione delle blastocisti.
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Riguardo agli effetti SU1sistema riproduttivo maschile L stata valutata la capacit~l di alcuni

xenobiotici, tra cui il y-HCH, di inibire i] Iegame degli ormoni endogeni con i recettori degli
androgeni e con alcune proteine che Iegano gli ormoni. 11 lindano causava una inibizione

statisticamente significativa del legame specifico tra l’ormone 5a-diidrotestosterone (5cx-DHT)

marcato, il recettore androgenico e le globuline che legano gli ormoni (hSHBG); lii sostanza

non interagiva invece SUIlegame tra il 5ct-DHT e 1’ABP (la proteina che Iega gli androgeni), n6

SU1legame tra il 17~-estradiolo marcato e il recettore estrogenico (Danzo, 1997). Un
complesso modello 5 stato utilizzato per evidenziare 1’eventuale attivith anti-andmgenica di
alcuni additivi alimentary e di contaminant organoclorurati, tra cui gli HCHS (Schrader &
Cooke, 2000). Cellule di carcinoma prostatico umano PC-3 insensibili agli androgeni, sono
state transfettate con il vettore pCMV5-hAR che contiene 1’intera sequenza di DNAc
codificante il recettore androgenico umano e con un plasmide (pMAMneo-luc) contenente il
gene androgeno-dipendente che codifica la luciferasi. Su queste cellule trasformate (PC-3
LUCm+), il diidrotestosterone (DHT) induceva una attivazione dose-dipendente dell’ attivith

Iuciferasi, mediata dal legame dell’ androgeno con il recettore. Gli isomeri P, 5 e y dell’HCH

non erano in grado di attivare il recettore androgenico; 1’isomero U, in assenza di DHT non

aveva effetto SUII’attivazione del recettore, tuttavia alla concentrazione di 10 pmoli nel mezzo
di coltura e in presenza di DHT, inibiva l’attivazione del recettore androgenico mediata dal
DHT, senza alterare la vitalitii delle cellule.

Risultati molto suggestive sono stati recentemente ottenuti riguardo agli effetti del lindano
sulla steroidogenesi, utilizzando colture di cellule di Leydig tumorali (Iinea cellulare di topo
MA-10). Su questo modello il lindano induceva una diminuzione, dose-dipendente e
statisticamente significativa, dells produzione di progesterone normalmente indotta
dall’aggiunta nel mezzo di coltura di (BU)ZCAMP (Walsh & Stocco, 2000). L’effetto si
verificava senza alterare la sintesi proteica, indicando un assenza di tossicith cellu Iare acuta.

L’inibizione dells steroidogenesi causata da una concentrazione di 50 pmoli era maggiore per

1’isomero y(81 % di inibizione) rispetto agli isomeri u (649ZO)e 8 (74%) ed era gih ben evidente
dopo due ore dall’ aggiunta dells sostanza nel mezzo di coltura (60% d’inibizione). Per
verificare se questo effetto sulla steroidogenesi fosse mediato dall’ inibizione dell’ attivith del

sistema P450 e/o dalla 3 ~-idrossisteroido-deidrogenasi (3 ~-HSD) sono state effectuate delle
determinazioni enzimatiche utilizzando come substrato un analogo solubile del colesterolo
(22R-HC) e una analisi Western blot delle proteine mitocondriali. I risultati ottenuti
escludevano un’ alterazione sull’espressione di enzimi coinvolti nella sintesi degli steroidi.
Effetti molto evidenti sono stati invece osservati sui livelli di una proteina carrier del
colesterolo, la proteina StAR, che normalmente sotto il controllo dells (Bu)2cAMP trasporta il
colesterolo nella membrana mitocondriale e svolge pertanto un ruolo importance nella
regolazione dells sintesi degli steroidi. L’ analisi Western blot rilevb infatti che il lindano (ma
anche gli altri isomeri) riduceva in modo significativo il livello dells proteina StAR (76%
d’inibizione) e l’espressione del suo mRNA (55% d’inibizione) nelle cellule tumorali di
Leydig.

Gli effetti del lindano sulle cellule del Sertoli di ratto in colture primarie sono stati
evidenziati in uno studio recente (Monsees et al., 2000). In assenza di citotossicit~, & stato

osservato un lieve aumento dell’ attivit~ deidrogenasi mitocondriale, indicator di uno stress
cellulare e un aumento significativo delIa produzione di lattato con concentrazioni di lindano
225 PM (fino a 1,7 volte rispetto ai Controlli)e de]]’inibina B con concentrazioni di 25 e 50

ymoli. L’inibina B era invece significativamente ridotta con una concentrazione di 100 pmoli.
11Iattato secreto dalla cellula del Sertoli costituisce il substrato energetic per gli spermatociti e
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gli spermatidi; un aumento di lattato pub essere un indicator sensibile e specifico per le
sostanze che colpiscono le cellule del Sertoli, quali ii mono-2-etil-esil ftalato ed il 1-3-
dinitrobenzene. L’incremento di inibina B era comparable a quello indotto, sempre nelle

cellule del Sertoli, dall’ etinil-estradiolo alla concentrazione di 10 ~moli: 5 degno di nota che il

recettore estrogenico P ~ specificamente espresso inquestecellule, mentre lecelluledi Leydig

esprimono il recettore u.
Per evidenziare eventuali meccanismi molecolari responsabili di alterazioni sulle cellule

sperrnatiche sono stati studiati gli effetti del lindano sulle caratteristiche biofisiche delle
membrane di spermatozoa umani. 11 lindano, inserendosi tm i fosfolipidi, induceva negli
spermatozoa esposti una depolarizzazione transitoria dells membrdna, 1‘apertura di canali per
gli ioni Ca2+ con conseguente aumento di Ca2+ all’ interno dells cellula. La depolarizzazione
dells membrana si veiificava sia in assenza di ioni Ca2+ e Na+ sia in presenza di tampone con
alta concentrazione di ioni K+, indicando un’ alterazione del potenziale bipolare di membrana.
Gli effetti osservati erano dose-dipendenti (Silvestroni et al., 1997). E’ stato inoltre osservato
che il lindano 5 in grado di inibire la reazione acrosomiale spontanea o indotta dal progesterone
in spermatozoa umani. L’ effetto era probabilmente causato dalle modificazioni biofisiche dells
superficie dello spermatozoa indotte dal lindano. L’ inibizione dells reazione acrosomiale
stimolata dal progesterone era dose-dipendente e gih statisticamente significativa alla

concentrazione di 0,1 pmoli, ad una dose quindi simile alle concentrazioni di lindano rnisurate
nel muco cervicale di donne non esposte con problemi di fertilith (Wagner et al., 1990). Questo
risultato suggeriva che inquinanti ambientali presenti nel tratto riproduttivo femminile potevano
compromettere dei processi biologici important per la fecondazione, quali la reazione
acrosomiale. In uno studio successive gli effetti del lindano sulla membrana sono stati studiati
su cellule mioidi peritubulari di testicolo di ratto (Silvestroni et al., 1999b). Queste cellule

costituiscono 10 strato di muscolatura Iiscia intomo ai tubuli seminiferi e partecipano
contraendosi alla progression degli spermi nel lume dei tubuli. Inoltre le cellule mioidi
peritubulari secernono alcune sostanze attive SU1differenziarnento e sulla funzionalita dells
cellula del Sertoli (Maekawa et al., 1996). L’ esposizione di queste cellule al lindano provocava
un aumento dells polarith e un’ alterazione del potenziale bipolare intrinseco alla membrana. 11
Iindano provocava contemporaneamente un aumento degli ioni Ca2+ all’ intemo dells cellula,
derivante sia dal rilascio di Ca2+ da un deposito intracellular sensibile all’inositolo 1,4,5-
trifosfato, sia dal passaggio di Ca2+ all’ intemo per effetto dells depolarizzazione. Inoltre
concentrazioni dell’ ordine di 10 p,moli erano in grado di inibire 1’aumento dells concentrazione
di Ca2+ e le contrazioni indotte dagli agonisti naturali vasopressina e endotelina-1.

Riguardo al sistema riproduttivo femminile gli studi fino ad oggi disponibili sono
prevalentemente indirizzati agli effetti del lindano sulla funzione contractile dell’ utero e sui
meccanismi molecolari responsabili di alterazioni dell’equilibria ionico e dells comunicazione
intercellular, in alcuni tessuti del tratto riproduttivo.

Nelle cellule isolate dalla muscolatura liscia uterina di ratte gravide ed esposte a varie
concentrazioni di lindano (Criswell et al., 1994;Criswell et al., 1995a; Criswell et al., 1995b)

sono state osservate diverse alterazioni biochimiche quali un aumento dells concentrazione di

Ca2+ e di adenosina-monofosfato ciclica (cAMP) all’ interno dells cellula e un maggiore rilascio
di acido arachidonico tritiato; inoltre il lindano inibiva la comunicazione intergiunzionale tra Ie
cellule del miometrio. In uno studio piu recente (Criswell & Loch-Caruso, 1999) l’effetto sulle
contrazioni uterine 5 stato valutato SUI tessuto uterino di ratte, prelevato in un periodo

intermedio dells gestazione ed esposto a varie concentrazioni di lindano. E stata osservata una

inibizione dells forza di contrazione (fino al 100%), correlata alla concentrazione di lindano (5-

30 pmoli). L’ inibizione era reversible se si rimuoveva la sostanza per lavaggio de] tessuto e
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non era pertanto associata ad un effetto citotossico. 11lindano causava inoltre un effetto SUItipo

di contrazione: con una concentrazione di 5 p.moli, le contrazioni di tipo oscillatorio erano
inibite nel 20% dei campioni di tessuto uterino; questa percentuale aumentava con 1’aurnentare
dells concentrazione di lindano. La risposta del tessuto uterino agli HCHS risultava isomero-

specifico. L’isomero ~ infatti, usato SU11Ostesso modello sperimentale, non causava un
rilassamento dells muscolatura uterina ma aumentava invece la frequenza delle contrazioni.

Gli effetti del lindano sono stati vaiutati su cokure di cellule prelevate dalle tube e dall’utero
di bovini (Tiemann et al., 1996; Tiemann et al., 1998; Tiemann et al., 1999a; Tiemann et al.,

1999b). A livello molecolare il y-HCH inibiva la sintesi di DNA (valutata dall’incorporazione
di timidina 3H) in misura piu marcata nelle celh.de uterine epiteliali e stromali rispetto alle
cellule dells muscolatura liscia dell’ utero e delle tube. L’ inibizione era comunque minore per il

y-HCH rispetto al DDT e al metossicloro (MXC) saggiati SUI1Ostesso modello in vitro. Inoltre
mentre DDT e MXC erano in grado di inibire il Iegame dell’ estradiolo marcato con i recettori

del tessuto endometriale uterino, il y-HCH non causava nessun effetto. Un’inibizione
dell’ ATPasi-Mg2+-dipendente nella frazione microsomiale &stata inoltre osservata nelle cellule
endometriali esposte al lindano; l’effetto era anche in questo caso rninore rispetto a quello
indotto dal DDT e MXC. In questa serie di esperimenti condotta da Tiemann & Kuchenmeister
(1999a) un risultato interessante &stato osservato sui processi di comunicazione intercellular:

il lindano causava infatti un’ inibizione dose-dipendente (con cone. 232 pmoli e 28prnoli, dopo
1 ora e 5 ore d’ incubazione rispettivamente) dells comunicazione intergiunzionale tra. Ie cellule
delle tube in coltura, non associata ad un aumento del [Ca2+] all’ interno delle cellule (Tiemann
& Pohland, 1999b).

Alcuni studi sono stati condotti per valutare gli effetti del lindano sulla maturazione
dell’ ovocita, SU1processo di fecondazione e sull’embrione pre- e post-impianto. Una inibizione
dose-dipendente dells normale maturazione dell’ ovocita in vitro ~ stata osservata sia nel ratto
che nei bovini (Li & Mather, 1997; Alm et al., 1998). Nel modello sperimentale di Li & Mather
costituito da una co-cultura di ovociti e cellule dells granulosa prelevati dall’ ovaio di ratto, la
riorganizzazione in vitro del follicolo non avveniva in presenza di lindano alla concentrazione

di 15 pmoli. L’effetto era riconducibile ad una inibizione dells formazione delle giunzioni
intercellular; con una tecnica immunoistochimica si osservava infatti una riduzione dose-

dipendente o totale (a 15pmoli) dells connexina 43, normalmente presente nelle giunzioni tra
1’ovocita e le cellule dells granulosa. Nel complesso ovocita-cumulo ooforo, estratto dall’ ovaio
di bovini e utilizzato nel modello di Alm et al. l’esposizione al lindano alterava in modo
significativo il processo di maturazione e la frequenza di degenerazione dell’ ovocita in vitro. La
frequenza dells telofase 1 e dells metafase 2 nel processo meiotico era ridotta di circa il 50?10

rispetto al controllo, con una concentrazione di y-HCH di 29 pghnl. Con la stessa
concentrazione la frequenza di ovociti con una cromatina in degenerazione aumentava di circa
il 4070 rispetto ai controlli. Ambedue gli effetti erano correlati alla concentrazione de 1pesticida

ed erano ancora osservabili ad una concentrazione di 7,5 pgh-nl. 11 grado di espansione del
cumulo ooforo era ugualmente influenzato dalla concentrazione del pesticida.

Per evidenziare eventuali effetti SUIprocesso difecondazione e SU11Osviluppo dell’embrione,

alcuni complessi ovocita-cumulo ooforo, esposti al y-HCH a concentrazioni di 7,5 pg/ml, sono
stati portati a maturazione e fecondati in vitro (IVF) con del seine bovino crioconservato. Gli
embrioni ottenuti sono stati mantenuti in co-colture con cellule epiteliali di ovidotti, per 506
giorni e valutati per il numero di blastomeri (nuclei) formati. I risultati mostrarono che non vi
era una differenza significativa nella frequenza di fecondazione degli ovociti maturi esposti, n6
nella frequenza di scissione a 48 ore dopo la IVF, rispetto ai controlli. 11numero di embrioni
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allo stadio di morula o di blastocisti, 7 giorni dopo 1’IVF, era invece significativamente ridotto
nel gruppo trattato rispetto al controllo. La qualith degli embrioni non era tuttavia alterata,

poich~ il numero di cellule nelle morule e nelle blastocisti de] gruppo esposto era confrontabile
al controllo (Aim et al., 1998). Gli effetti SU11Osviluppo embrionale sono stati ugualmente
studiati SU1topo, valutando il numero di embrioni interi e di blastocisti di 8 cellule, dopo

l’esposizione a varie concentrazioni di lindano. Alla concentrazione di 29 ~g/ml gli embrioni
esposti andavano incontro ad una degenerazione totale, mentre alle dosi piii basse fino a 7,5

pghnl, vi era un riduzione dose-dipendente de] numero di blastocisti e di embrioni interi. Una

tossicith del y-HCH era evidenziabile anche in stadi piu avanzati dells embriogenesi:
l’esposizione diretta al lindano nel mezzo di coltura, di embrione di ratto all’eth gestazionale di

10 giorni, causava un aumento dose e tempo-dipendente dells mortalitii (88% a 400~moli), un
aumento nella frequenza delle malformazioni e un ritardo nella crescita degli embrioni. Inoltre
rispetto ai controlli, gli embrioni trattati avevano dei livelli di cisteina e glutatione (GSH)

significativamente ridotti (NlcNutt & Harris, 1994).
In conclusion gli studi in vitro hanno evidenziato che il lindano pub causare effetti specifici

su diversi tipi cellulari presenti nei tessuti riproduttivi: in particolare, disturbi dell’ equilibria
ionico e del potenziale di membrana sono stati osservati a carico di rniometrio, spermatozoa e
cellule mioidi peritubulari del testicolo. Gli effetti avversi osservati in vitro, sulla maturazione
di oociti, follicoli ovarici e embrioni pre-impianto potrebbero analogamente originare da un
disturbo delle comunicazioni intercellular. Per contro gli studi in vitro disponibili, pur
indicando un potenziale effetto endocrino, non sono sufficient a caratterizzarlo. I dati piu
completi per le cellule del sistema riproduttivo maschile (cellule di carcinoma prostatico e
cellule di Leydig) indicano una interazione con la sintesi e il trasporto degli steroidi piu che con
i recettori androgenici. L’ interazione con il recettore estrogenico osservato negli epatociti di
trota non ~ stata finora confermata in cellule e frazioni subcellulari di mammifero.
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CLASSIFICAZIONE, VALUTAZIONE, STANDARD,
NORMATIVA lJE

La Commission Consultiva Tossicologica Nazionale (CCTN) nel 1992 e nell 1995 ha
valutato il potenziale mutageno e cancerogeno del lindano concludendo perlecategorie4B di
mutagenesis (sostanza non valutabile per 1’inadeguatezza dei dati) e 4B di cancerogenesi
(sostanza che in esperimenti adeguati ha indotto effetti cancerogeni di dubbio significato per
l’uomo).

11 valore lirnite di soglia negli ambienti di lavoro (Treshold Limit Value, TLV) stabilito
dagli organisrni e agenzie americane regolamentative US ACGIH 2000, OSHA 1999, NIOSH
1999, ~ di 0,5 mg/mq (cute, TLV-TWA 8 ore). L’effetto critico usato come base per il TLV &la
tossicith a carico del sistema nervoso centrale e del fegato.

1 valori limite CEE e gli intervalli di sicurezza peril lindano in frutta, ortaggi e cereali sono
stabiliti dall’ ordinanza ministerial del 18/7/1990.

Un ADI (Acceptable Daily Intake) di 1 p+jkg p.c. 2 stato definito nel 1997 dal JMPR (Joint
FAO-WHO Meeting on Pesticide Residues), sulla base di studi a lungo terrnine nel ratto e nel
cane.

La US EPA (Environmental Protection Agency) ha stabilito nel 1988 una dose di
riferimento (cio5 un’esposizione senza effetti avversi sulla base delle conoscenze disponibili)

per esposizione orale per il tempo di vita di 0,3 @kg p.c. L’effetto critico ~ la tossicith per il
fegato e il rene in uno studio sub-cronico nel ratto.

Una dose di riferimento (MRL) orale per una durata intermedia di esposizione (da 15 a 365

giorni) di 0,01 pg/kg/giomo ? stata stabilita dall’ATSDR 2000, sulla base degli effetti
immunologic valutati nei roditori ed utilizzando un fattore di sicurezza di 1000 per proteggere
gli individui piti suscettibili quali i lattanti (dati fomiti dall’Inventario Nazionale delle Sostanze
Chimiche dell’ Istituto Superiore di Sanit~).

Inoltre 10 Standing Committee on Plant Health dell’ Unione Europea, nella riunione del
13/7/2000, ha valutato gli aspetti ambientali e tossicologici del lindano, con particolare
riguardo alla sicurezza dei Iavoratori, ed ha concluso che i fitosanitari contenenti questo
principio attivo non possono essere inclusi nell’allegato I dells Direttiva 91/414/EEC; pertanto,
in seguito al recepimento di tale decisione, non potranno essere utilizzati nei Paesi dell’ Unione
Europea.
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CONCLUSIONI

11 decennio 1969-1979 ha rappresentato in Italia il periodo di massima diffusion SU1
territorio di prodotti agricoli a base di lindano e di HCH tecnico. 11 consumo ha raggiunto i
livelli piil elevati, in particolare nelle regioni del Nerd-Italia, nei primi anni ’70,

imrnediatamente prima dell’ immissione dei decreti rninisteriali DM del 1974 e del 1975, che
rispettivamente revocavano 1’uso del HCH tecnico e Iirnitavano l’utilizzo agricolo del Iindano.
A livello globale il consumo di HCH tecnico ha raggiunto i livelli piil elevati nel periodo 1970-
1980, con una tendenza alla diminuzione negli anni successive, con 1’introduzione delle revoche
in Cina, in India e Unione Sovietica (Li, 1999).

L’ informazione SU1l’esposizione umana & piuttosto carente in Italia. Tuttavia i dati

disponibili hanno evidenziato, per gli anni 1975-1985, che i Iivelli degli isomeri ~ e y nel
tessuto adiposo e nel latte materno erano tra i piti elevati nei Paesi europei. Ambedue questi

“depositi” di y-HCH possono assumere un ruolo importance durante la vita perinatale per
l’induzione di effetti tossici negli organisrni in via di sviluppo.

Sulla base dei dati di consumo e di monitoraggio biologico sulla popolazione generale e
tenendo conto dells capacitii di persistenza e di accumulo nell’ ambiente e nei tessuti biologici,
non 5 pertanto improbable che gli HCH~ abbiano raggiunto in alcuni momenti concentrazioni
sufficientemente elevate da indurre effetti nocivi per la salute umana.

Gli studi di tossicologia in vivo e in vitro, analizzati nella presente rassegna, hanno

evidenziato una possibile Vulnerability del sistema riproduttivo maschile e femminile al y-HCH.
Gli effetti sono stati osservati sia sugli animali adulti che sugli organismi in via di sviluppo;
tuttavia, allo stato attuale delle conoscenze, non vi & una chiara indicazione dei principal
meccanisrni d’ azione coinvolti; diversi processi tra i quali 1’interazione con recettori ormonali,
l’inibizione del trasporto degli ormoni sessuali all’ interno delle cellule bersaglio o dells
comunicazione intercellular, sono stati a seconds del modello sperimentale utilizzato, ritenuti
responsabili dei danni riproduttivi osservati. Gli studi in vitro hanno inoltre evidenziato dei
meccanismi d’ interferenza diretta con le cellule germinali. Lo spermatozoa urnano sembra
essere un bersaglio sensibile all’ azione del lindano: alterazioni di processi biologici
fondamentali per la fecondazione, quali 1’attivazione delle reazioni acrosomiali, possono essere

indotte in vitro da concentrazioni dell’ ordine di pmoli.
Vi sono evidenze sperimentali sufficient p’er indicare che il lindano, pur non essendo un

agente teratogeno, pui3 interferire con il normale andamento ed esito dells gravidanza. La

presenza accertata di lindano nel tessuto e nei liquidi biologici del sistema riproduttivo

fernminile (muco cervicale, fluido follicolare, placenta, liquido amniotico) induce a non

sottovalutare 1’eventuale rischio sia per il processo di fecondazione e la gravidanza sia per il

normale sviluppo del concepito.

Un’importante indicazione in tale senso ? fomita dalla correlazione fra livelli ematici di

organoclorurati, fra cui il y-HCH e disturbi dells riproduzione femrninile, in particolare la

abortivitii ricorrente; nel caso del y-HCH si ~ inoltre osservata una correlazione, in questi stessi
studi, con alterazioni ormonali ed increment dei Iinfociti T (Gerhard et aL, 1998; Gerhard et al

1999).

Infine non ? trascurabile, per una valutazione del rischio riproduttivo a lungo terrnine, che siano

state contemporaneamente presenti sul territorio italiano, altre molecole organoclorurate a
Iunga persistenza, la cui presenza nei liquidi e tessuti biologici umani & stata quasi sempre

messa in evidenza insieme agli HCHS. Sono noti, nei modelli sperimentali in vivo e in vitro, gli

42



effetti estrogenici del DDT e dei suoi derivati SU1sistema riproduttivo maschile e femminile

(Bulger & Kupfer, 1983). Di recente, alcuni studi hanno messo in evidenza. che la
somministrazione prenatale o perinatale del DDE (il principal metabolita del p,p’-DDT),

provoca nel ratto alterazioni dello sviluppo riproduttivo nei maschi; gli effetti osservati sono
probabilmente associati ad un’attivit~ anti-androgenica del DDE (You et ai., 1998; You et al.,
1999). Va quindi attentamente valutata la possibility di un’esposizione multipla a diversi EDC
con analogo meccanismo di azione e/o bersaglio ed il conseguente rischio di effetti cumulative.
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