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DEl RESIDUI DEGLI INSETTICIDI ORGANO-FOSFORICI

L'impiego estensivo di sostanze chimiche
ad altissima attivitd biologica tanto da [un-
gere da insetticidi, mentre da una parte favo-
risce direttamente la salute dell'vomo me-
diante un controllo delle malattie diffusibili
con vettori animati ed indirettamente me-
diante un aumento ed un miglioramento dei
suoi alimenti, dall'altra comporta un rischio
potenziale che deve essere attentamente va-
lutato. Molteplici sono le modalith con le
quali il rischio dell'impiego dei «pesticidi»
pud manifestarsi, sia da quando essi vengono
fabbricati a quando vengono impiegati ed
infine in conseguenza del loro persistere nel-
l'ambiente ed in modo particolare negli ali-
menti, sotto forma d&i residui.

Il problema sanitario della difesa del la-
voratore che manipola questi prodotti rap-
presenta un capitolo dell'Igiene del lavoro
che non offre particolari difficolta alla sua
soluzione. Sono noie le vie di penetrazione
nell'organismo degli insetticidi, la loro azio-
ne tossica e, sebbene per alcuni solo parzial-
mente, il Ioro meccanismo di azione. B un
problema di educazione del lavoratore, di
organizzazione del mezzi di prevenzione del-
l'intossicazione acuta e cronica, di tempe-
stiva applicazione di rimedi terapeutici, qua-
lora 'avvelenamento si sia manifestato, ma
in defmitiva si tratta di un preblema che
offre i mezzi per la sua risoluzione. 11 grosso
problema perd che l'impiego degli insetti-
cidi ha aperto & quello che riguarda il rischio
che gli insetticidi stessi possono rappresen-
tare allorché essi, sotto forma di residui, si
ritrovano negli alimenti dell'vomo e degli
animali domestici.

Quesio problema implica la conoscenza
di molte situazioni che con i residui dei pe-
sticidi nell’alimentazione sono strettamente
connesse, Per esempio, va tenuto presente, e
ricerche in questo campo vanno sempre pit
aumentando di [requenza, che una certa
quantith di eresidui» pud permarere nel suo-
lo e nell'acqua in conseguenza dell'uso dei
pesticidi stessi. Molti del composti impiegati
(specialmente gli idrocarburi clorurati) sono
assal stabili, dimodoché possono permanere
per anni nel suolo, anche dopo una singola
applicazione (Edwards, 1966). Questi inset-
ticidi pero, i medesimi o tipi diversi, vengono
impiegali di anno in anno e cosi le quantiia
di quei prodotti chimici che il suolo trat-
tiene per un lungo periodo si possono som-
mare. L'aldrina per es. dopo una singola ap-
plicazione, se trova nel suolo delle condizioni
Favorevoli, vi si pud ritrovare anche dopo
nove anni (Wilkinson et al., 1964) anche se
il terreno & sottoposto a coltivazione conti-
nua. II DDT si pud ritrovare a distanza di
otto anni in una quantitd corrispondente al
409 dell'originale {Bonnemaison, 1955),

Queste considerazioni sono valide non
solo per il suolo con le sue colture, ma anche
per le acque superficiali e sotterranee (cfr.
Faust e Suffet, 1966; Paccagnella et al., 1966).
Recentemente Grasso e Bernardi (1967) han-
no messo in evidenza residui di DDT e di
lindano nell’acqua del fiume Arno a Firenze.

Per quanio riguarda la persistenza e la
sorte dei composti organo-fosforici nel ter-
reno e nel mezzo idrico naturale, le nostre
conoscenze sono ancora assal limitate. E
noto che la massima parte degli organo-fo-
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sforici si idrolizza rapidamente e pertanto la
loro persistenza nell'acqua pud essere legata
ad azioni chimiche, anziché ad attivita biolo-
giche. Secondo noi perd & necessario cono-
scere 'importanza di prodotti di ossidazione
e di idrolisi dei composti organo-fosforici
come contaminanti delle acque. In ogni mo-
do esistono alcune segnalazioni della persi-
stenza del parathion per mesi nel terreno
{cfr. the President’s Science Advisory Com-
mittee, 1963) e nelle acque negli U.S.A. (Faust
e Suffet, 1966).

Il suolo e l'acqua, quindi, con l'uso in-
tenso di composti chimici piit 0 meno stabili,
si comportano come una specie di serbatoio
permanente dei diversi tipi di pesticidi, e
siccome l'alimentazione deil’'uomo e degli
animali, almeno attualmente, dipende stret-
tamente dall'acqua e dal swolo, ¢’¢ sempre
il pericolo che attraverso gli alimenti, I'uomo
e gli animali introducano considerevoli quan-
tith di pesticidi nel Ioro organismo. In base
a queste considerazioni appare, dal punto di
vista biologico ed igienico, assolutamente in-
sulficiente porre dei limiti di tolleranza per
i residui dei pesticidi negli alimenti da un
lato, e dall'altro lasciare che riserve perma-
nenti di insetticidi saturino il suolo {An der
Lan, 1966). La richiesta di molti autori per
porre un freno all'impiego di composti chi-
mici stabili come pesticidi, poggia su questo
fatto.

11 numero di insegnamenti disponibili per
ogni residuo varia notevolmente da pesticida
a pesticida, comunque anche quando i dati
su di un composto sembrano assai completi,
e ne & stata proposta una «dose accettabile»,
non bisogna dimenticare che l'espressione
«... selon laquelle x mg/kg de poids corpo-
rel peuvent étre ingérés chaque jour pendant
toute la durée de la vie sans risque appre-
ciable ne représente quune opinion. Aussi
soigneusement qu'elle ait été formée, il sera
toujours une opinion ne compaortant aucune
garantie de sécurité absolue» (FAOQ-OMS,
1963 pag. 5).

Siamo anche noi convintl di non essere
ancora in grado di dare al problema una so-
luzione soddisfacente, anche dopo tutti que-
sti anni durante i quali una gran quantita di
pesticidi & stata usata ed in quasi tuttl i
Paesi del mondo. Una ragione di questa in-
certezza & da ricercarsi anche nella lunga
durata di tempo richiesta dalle ricerche sui
meccanismi d’'azione e sul comportamento
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di questi composti negli organismi a sangue
caldo. Alira causa di difficolta & il fatto che
quasi mai abbiamo a che fare con sostanze
pure: una sostanza pura pud infalti dare
origine a reazioni tossiche dilferenti da quel-
le dei pesticidi commerciali contenenti com-
posti analoghi o speciali additivi (An der
Lan, 1963; Schuphan et al.,, 1963) ed inoltre
molte di queste sostanze possono subire del-
le trasformazioni nell’ambiente, come nelle
piante e negli arganismi animali.

. Infine un'altra causa di difficolta & data
dalle caratteristiche diverse che molti di que-
sti composti presentano nell'organismo ani-
male, quando vengono ingeriti, per quanto
riguarda il loro metabolismo e la loro persi-
stenza. Basteranno due esempi presi dai
gruppi di pesticidi pilt comunemente usati:
quello dei «clorurati» e quello degli «organo-
fosforici». E ormai accertato che a causa
della loro relativa stabilita e della Jore solu-
bilith i residui dei clorurati si possono ritro-
vare nel grasso sotfocutaneo, per esempio,
di persone delle piti differenti eth e occupa-
zioni, senza che siano venute a contatto, per
ragioni di lavoro, con il DDT o con altri
insetticidi clorurati.

Per gli esteri fosforici (parathion, mala-
thion, etc.) mentre non & stato dimostrato
un vero e proprio accumulo nell’organismo
animale, essi possono presentare quel feno-
meno che va sotto il nome dell'«accumulo
dell’effetto tossico» (cfr. Melis, 1957), in
quanto f[avoriscono in piccola dose l'inibi-
zione delle colinesterasi a livelli tali da non
presentare disturbi, ma se ingeriti continua-
mente con gli alimenti, l'organismo non &
capace di ripristinare in breve tempo il tasso
normale dell’enzima che viene ulteriormente
e progressivamente abbassato fino ad un li-
mite capace di dare una fenomenoclogia tos-
sica. Inolire & da tenere presenie per gli
esteri fosforici che & stata dimostrata la pos-
sibilith di esercitare delle azioni sull’orga-
nismo anche a concentrazioni tali da non
abbassare la attivita colinesterasica delle
emazie, che tra le prime risente delle azioni
tossiche del veleno. Fischetti ha per es., mes-
so in evidenza che il parathion esercita una
azione inibitrice sull'attivith tiroidea del rat-
to a dosi (0,2 mg/kg) sicuramente ineflicaci
sulle colinesterasi. 11 tessuto tiroideo diventa
incapace a captare lo jodio radioattive e
tanto pilt importante & 'esperienza in quanto
I'impedimento sembra specifico per gli esteri



fosforici, almeno nel campo degli insetticidi,
e non si verifica per altre sostanze ad azione
anti-colinesterasica. Per il diazinone, Mel-
chiorri ha dimostrato un effetto inibitore
sulle attivitd surrenaliche del ratto per dosi
di 8 mg/kg, ripetute per sessanta giorni, an-
che esse inefficaci sulle colinesterasi (cfr. Di
Mattei, 1963).

1l Comitato congiunto degli esperti della
F.A.O. e dell'O.M.S. (1963), non ritenendo af-
fatto, ed a giusto motive, completamente
esaurito il problema dei residui dei pesticidi
negli alimenti, richiamd l'attenzione dei ri-
cercatori sulle necessith di criteri pilt sensi-
bili per questo genere di ricerche.

L'indagine sui residui dei pesticidi negli
alimenti deve, da un punto di vista generale,
cercare di accumulare possibilmente dei nuo-
vi dati e controllare quelli gid esistenli, su
questi aspetti del problema che ci sembrano
essenziali:

1) riconoscimento e titolazione median-
te analisi chimica, fisica e biclogica dei resi-
dui dei pesticidi, nell’ambiente e negli ali-
menti o come quota indecomposta dell'anti-
parassitario impiegato o come composti da
esso derivati;

2) disporre di metodi che ci consenta-
no di poter seguire negli organismi animali,
uomo compreso, il destino di questi residui,
il loro metabolismo, la lore eliminazione, ed
il loro eventuale accumulo e cid in rapporte
o meno alle manifestazione funzionali che
questi residui possono generare;

3) seguire quanto pit & possibile il com-
portamento degli animali e dell'nomao stesso,
durante gli avvelenamenti acuti e cronici per
mettere in evidenza dei segni che paossono
indirizzarci di poi nei confronti di manife-
stazioni a tipo «paratossico» durante la inge-
stione dei residui con gli alimenti (Di Mattei,
1963).

A questi criteri si & attenuto questo Cen-
tro per lo studio degli insetticidi ed ha po-

tuto portare aleuni contributi ai diversi

aspetti del problema.

Seguendo i concetti sopra esposti, con lo
scopo di acquisire nuove conoscenze sul
«comportamento» degli animali sottoposti a
trattamento col parathion, abbiamo studiato
gli effetti dell’'estere fosforico su di una ri-
sposia condizionata di «avoidance» {Giachet-
ti, Ciappi e Guerra, 1966).

Ritemiamo che una ricerca sui sistemi pitt
sensibili dell’'animale, dalla quale verosimil-
mente possono esser messe in evidenza, con
metodi fisiologici, delle variazioni, possa por-
tare qualche contributo al problema che ci
siamo proposti. Numerose ricerche in questi
ultimi tempi hanno portato soprattutto i
ricercatori russi a ritenere che il mezzo mi-
gliore per rivelare ogni influenza nociva di
un materiale estraneo all'organismo possa
essere la reazione del sistema mervoso, spe-
cialmente nelle manifestazioni della cosi det-
ta «attivith nervosa superiore» {cfr. Medved
et al., 1964).

Gli esperimenti sono stati condotti sul
Ratto albino del ceppe Wistar (n. 230 esem-
plari dei due sessi). Il parathion (etil-para-
thion al 98% della Ditta Bayer) veniva iniet-
tato intraperitoneo in soluzione oleosa; agli
animali di controllo veniva iniettato lo stes-
so volume di solvente. Dieta: mangime bilan-
ciato per ratti, secondo Mil, ad libitum, e
cosi per l'acqua. Controllo settimanale del
peso corporeo ed osservazione quotidiana
del comportamento generale.

I ratti si sono mantenuti in ottime condi-
zioni generali, ad eccezione naturalmente di
quelli che hanno ricevuto delle dosi piutto-
sto elevate di parathion (2,4 mg/kg i maschi
e 1 mg/kg le femmine, a giorni alterni) e
di ci6 fanno fede le curve ponderali, 'aspetto
generale, la funzione digerente ed il compor-
tamentao.

La tecnica di condizionamento utilizzata
& quella classica, basata sullo sfruttamento
di un riflesso elementare (la fuga di fronte ad
une stimolo nocive), ma capace di mette-
re in ginoco complessi meccanismi, quando
si tenga conto delle modalita di reazione del-
I'animale, addestrandolo ad aggrapparsi sul
paletto al Ane di evitare lo shock elettrico
che segue al suono del campanello (Avoidan-
ce conditioning). Normalmente si & eseguito
un solo esperimento di condizionamento o
due al giorno. Abbiamo contrassegnato le
risposte del ratto al condizionamento con
alcuni simboli: con «A» il salto immediato
sul paletto, senza attendere il segnale condi-
zionale, con «B» la risposta condizionata,
cioé il salto al segnale condizionale, con «C»
la risposta incondizionata, e cioé il salto in
risposta alla scossa elettrica ed infine con «0»
(zero) la mancanza anche della risposta in-
condizionata. Sono stali tenuti in conside-
razione il comportamento di esplorazione, le
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reazioni di attenzione, di orientamento, di
paura, ecc.

E stata determinata l'attivith colineste-
rasica del sangue (plasma ed emazie) prele-
vato con puntura cardiaca, prima, durante
e dopo il trattamento con 1'estere fosforico,
con un ritmo in genere di 10 giorni. Alcuni
campioni di ogni lotto sono stati sacrificati
per la determinazione dell’attivitad colineste-
rasica del cervello {(bulbi ollaitori, corteccia
cerebrale, diencefalo, mesencefalo). Il meto-
do impiegato & quello elettrometrico secondo
Michel, con aleune varianti in considerazione
delle variazioni del grado di attivith enzima-
tica dei diversi tessuti. Come misura dell’at-
tivith colinesterasica & stato impiegato il A
pH/h. T lattori di correzione per l'idrolisi
non enzimatica si sono ottenuti impiegando
il DFP.

Nonostante l'elevato numero di animali
utilizzati, la maggior parte degli esperimenti
sono stati eseguiti su campioni di relativa-
mente pochi effettivi (10}, dimodoché tutii i
dati sono stati sottoposti ad un controllo
statistico.

Le conclusioni che in sintesi ¢i & sem-
brato di dover trarre dall'insieme degli espe-
rimenti sono le seguenti:

1} il parathion, anche a dosi relativa-
mente forti {1-2 mg/kg i maschi, 0,5-1 mg/kg
le Femmine, a giorni alterni) e somminisirato
a lungo (3 mesi), tanto da determinare co-
spicue diminuzioni dell'attivith AchE del-
l'emazie e del cervello, non interferisce, negli
animali gid condizionati, sulla memoria del
riflesso condizionato di avaidance;

2) nei ratti cosi trattati subentra, peral-
lre, uno stato di esaltata eccitabilith che si
manifesta col salto immediato sul paletto,
senza attendere il segnale condizionale, ap-
pena essi vengono introdotti nella camera di
condizionamento. Questa condizione si veri-
fica all'inizio del trattamento e si palesa me-
glio se le prove di condizionamento vengono
ripetute diverse volte nella stessa seduta spe-
rimentale;

3) negli animali non addestrati 'estere
* fosforico, anche a dosi medie (0,5 mg/kg
nei maschi a giorni alterni), ma tali da deter-
minare un palese declino dell’attivitd AchE
delle emazie e del cervello, favorisce in un
primo momenio l'acquisizione del riflesso
condizionato. Continuando il trattamento ol-
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tre 10-15 giorni, si ha una inversione del-
l'effetto e gli animali trattati incominciano a
Fare pit errori dei controlli;

4} il parathion a dosi piccole (0,25
mg/kg nei maschi, a giorni alterni, per circa
un mese), pur non modificando 'attivith co-
linesterasica delle emazie in modo statisti-
camente significativo, e solo modestamente
quella del cervello, determina uno ostacolo
all'apprendimento ed alla ritenzione del ri-
flesso condizionato.

Queste osservazioni ci sembrano inleres-

santi, dal punto di vista tearico, in quanto
consentono d'intervenire nella discussione
tuttora aperta fra modificazioni biochimiche
e manifestazioni di condizionamento riflesso
e dal punto di vista pratico igienico-sanita-
rio. A questo riguardo ci sembra degno di
rilievo il fatto che si sia palesata, con lo
studio sistematico di un condizionamento
strumentale, una qualche modificazione delle
funzioni del S.N.C., per concentrazioni molto
basse di estere fosforico e comunque tali da
non dare altre manifestazioni di sé, nemme-
no mediante una diminuzione dell’attivita
AchE delle emazie, ritennta sgeneralmente
l'indice pili sensibile, tra quelli facilmente
rilevabili nell'vomo, di un avvenuto contatto
con l'estere fosforico.

La premessa a queste ultime considera-
zioni & una riserva che deriva naturalmente
dalla illazione che si pone dal trasferimento
dei dati riscontrati nell'animale da esperi-
mento all'uomo. Nel nostro caso ci sembra
che questa illazione sia abbastanza logica,
in quanto non risultano delle differenze alta-
mente significative sul comportamento del-
I'attivith colinesterasica del cervello di fron-
te agli esteri fosforici, nelle diverse specie
animali.

Quale potrebbe essere allora il significato
del permanere di una certa, sia pur modesta,
inibizione dell’attivith colinesterasica del
cervello dell’'uomo, come reliquato di una
intossicazione acuta, sub-acuta o cronica da
parathion? ai livelli di inibizione colineste-
rasica da noi osservati persistere per diverse
settimane dopo cessato il trattamento, non
dovra sorprendere affatto la mancanza di
una sia pur modesta sintomatoclogia nervosa.
Infatti soltanto la esplorazione del condizio-
namento di «avoidance» eseguita sistemati-
camente in tutti gli animali ci ha fatto appa-
rire talune differenze di comportamento, ri-



spetto ai controlli, che, peraltro, vanno atie-
nuandosi ino a scomparire mano mano che
['attivith colinesterasica tende a ritornare
verso i livelli normali. Questi fatti assieme
alla lunga constatata persistenza della ini-
bizione colinesterasica del cervello, che, co-
me si ¢ detto, non & svelabile dall’esame del
sangue, debbono secondo noi essere tenuti
nella massima considerazione. La persistenza
infatti di una depressione anche modesta di
uno degli elementi essenziali del metaboli-
smo acetileolinico: l'attivith colinesterasica,
che potrebbe verosimilmente instaurarsi per
ingestione di residui di insetticidi organo-
fosforici potrebbe riflettersi, non tanto direl-
tamente sull'attivita sinaptica, ai cui livelli
I'acetileolinesterasi si presenta in eccesso e
quindi oflre un meccanismo di sicurezza,
quanto potrebbe, specialmente col tempo,
indurre delle modificazioni dei livelli cosid-
detti endogeni di acetilcolina cerebrale, la
cui alterazione sembra favorire il manife-
starsi di attivith anormali, come per esem-
pio, Vattivita convulsiva. Esistono a questo
riguardo delle osservazioni sperimentali e
cliniche che ci portanc ad attribuire ad alte-
razioni del metabolismo acetilcolinico del
cervello la epredisposizione» all’epilessia da
eccitamenti afferenti nel cane {cfr. Giachetti
e Piva, 1958).

Convinti come siamo che alla ricerca del-
le eventuali modificazioni che gli esteri fo-
sforici, anche per piccole ripetute sommini-
strazioni, possono generare nell’'organismo
animale debba costantemente associarsi la
ricerca della eventuale presenza di essi o dei
loro metaboliti nell’organismo animale, ab-
biamo ripreso in esame il problema dopo
aver messo a punto una metodica di analisi
gas-cromatografica, a cattura di eletironi
(Stronzio 90) integrata costantemente dal
rilievo dell'attivith anticolinesterasica degli
estratti di tessuto, col metodo di Ammon
{Grasso et al., 1966).

Con questa metodica abbiamo messo in
evidenza la persistenza del paraoxon nel cer-
cello del Ratto albino trattato con una sola
dose di 1 mg/kg di parathion per via intra-
peritoneale, a distanza di 6, 18, 48, 72 e 92
ore dalla somministrazione siessa {Giachetti
et al., 1966).

Fino alla 18* ora dopo il trattamento ab-
biamo non solo messo in evidenza con chia-
rezza il paracxon, ma lo abbiamo potuto do-
sare: alla 6* ora se ne & ritrovata una quan-

tita pari a ng 3033 (2 esperimenti) in g 1,50
di tessuto cerebrale ed alla 18° ora ng 2-3 in
g 1,50 di tessuto (2 esperimenti).

Riteniamo trattarsi con certezza di para-
oxon per la corrispondenza tra l'analisi gas-
cromatografica degli estratti ed il valore del-
la inibizione colinesterasica che gli estratii
stessi hanno determinato su degli omogenati
di cervello di animale, in confronto a concen-
trazioni standard di paraoxon ed alla stessa
quantith di estratti di tessuti cerebrale di
animale normale (non tratiato).

Nel cervello di animali uccisi dopo 48,
72, 92 ore si ritrovano ancora tracce di meta-
boliti dell’estere fosforico che, peraltro, non
si riesce a dosare. Possiamo pert aflermare
che i gas-cromatogrammi degli estratti di
cervello dei ratti trattati non sono uguali a
quelli degli animali non trattati con l'estere
fosforico e presentano costantemente un se-
gnale in corrispondenza del punto di uscita
del parathion o del paraoxon. Ci sembra im-
portante Far notare che dopo una settimana
circa dal trattamento i gas-cromatogrammi
degli estratti di cervelle sono ritornati di
aspetto uguale a quello degli animali mai
trattati. Da notare inolitre che a questa di-
stanza di tempo dalla somministrazione di
parathion, 'attivita colinesterasica delle di-
verse porzioni del cervello & ritornata perfet-
tamente ai valori normali, menire a 72-92
ore di distanza dal trattamento si nota sem-
pre un residuo di inibizione dell’attivith co-
linesterasica del cervello.

Questi dati, mentre da una parte dimo-
strano con chiarezza come non sia cosi ra-
pida la scomparsa del paraoxon dal cervello
degli animali trattati con parathion, come
fino ad ora generalmente si riteneva, dall’al-
tra ¢i sembrano sollecitare la ricerca del-
I'eventuale accumulo degli esteri fosforici
nei tessuti animali.
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RIASSUNTO

Gli AA. riferiscono su alcune indagini eseguite
presso il Centro per lo studic Insetticidi dell'Uni-
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versitd degli Studi di Firenze con lo scopo di por-
tare dei contributi allo studio del problema igieni-
co-sanitario del «residui» dei pesticidi, alla luce
delle conescenze attuali sulla contaminazione del-
l'ambiente ad opera dei residui stessi.

Con un gruppo di ricerche tendenti a mettere
in evidenza modificazioni dell'«attivithd nervosa su-
periore» nel senso pavloviano, gli AA. presentano
le modificazioni indotte dal parathion sul «compor-
tamento» del Ratto albino nei confronti di una rea-
zione di «avoidances. Tali modificazioni del condi-
zionamento, diverse a seconda della dose di estere
fosforico impiegata e delle modalith sperimentali,
vengono discusse in rapporto alle modificazioni di
ordine biochimico determinate nel cervello e nel
sapgue dal parathion.

Vengono riferite altre ricerche, condotte con la
tecnica gas-cromatografica e con metodiche biclo-
giche, sull'inquinamento ambientale (acqua del fiu-
me Arno} e sulla persistenza di derivati del para-
thion nel tessuto nervoso dell'animale trattato con
una singola dose sub-tossica di parathion.

51 prospettano alcune ipotesi sul significato pos-
sibile d'indole fisio-patologica che i «residui» dei
pesticidi organo-fosforici possono avere per 'uomo.



