La sperimentazione animale, oltre che comportare problemi etici,
presenta anche limitazioni per quanto riguarda la predittivita nel’'uomo,
da qui 'urgenza di sviluppare metodi alternativi.

Cosmetici:
metodi alternativi alla
sperimentazione animale

La sensibilizzazione cutanea

e la genotossicita

Nel 2013 in Europa e entrato in vigore il divieto totale
dell'uso della sperimentazione animale nei cosmetici. I/
Testing Ban prevede il divieto di testare sugli animali non
solo i prodotti finiti, gia in vigore dal 2004, ma tutti gli
ingredienti cosmetici.

Questo ha dato inizio a un’intensa attivita scientifica nello
sviluppo di metodi alternativi che fossero capaci di ga-
rantire gli stessi standard di sicurezza senza sfruttamen-
to animale, dato che per I'immissione in commercio di un
cosmetico € comunque imprescindibile verificarne la si-
curezza.
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er tanto tempo la speri-
Pmentazione animale é sta-
ta fondamentale nella va-
lutazione della sicurezza e della

tollerabilita nei cosmetici. Tra i

test piu importanti erano pre-

senti:

1. Draize Eye |Irritation Test. La
sostanza testata viene instil-
lata nell’occhio del coniglio
con difficolta a lacrimare, cau-
sando irritazioni, ulcerazioni
allocchio e danni alla cornea
per ore o giorni.

2. Draize Skin Irritation/Corro-
sion Test: la sostanza viene
applicata sulla pelle di un co-
niglio rasato, si vanno poi a
valutare arrossamenti, infiam-
mazioni o lesioni.

3. Tossicita acuta (LD50): som-
ministrazione della sostanza
a dosi progressive con moni-
toraggio degli effetti avversi
fino alla morte dell’animale.

4. Guinea Pig Maximization Test
o Buehler Test: si vanno a ri-
levare le reazioni allergiche
dopo esposizioni ripetute
della cavia alla sostanza.

5. Mutagenicita e Cancerogeni-
cita: esposizione prolungate
dei roditori alla sostanza con
conseguenti sofferenze cro-
niche.
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Al termine della sperimentazio-

ficarne la sicurezza. Secondo il
Regolamento (CE) n. 1223/2009
ogni cosmetico deve essere
sottoposto a una valutazio-
ne del rischio in base alle pro-
prieta tossicologiche dei suoi
ingredienti, alle condizioni d’uso
previste e in base al profilo di
esposizione del consumatore.

Uno degli endpoint fondamen-
tali da valutare & la sensibiliz-
zazione cutanea, un proces-
so immunologico che avviene

moria. Al successivo contatto
con la sostanza sensibilizzante,
I’attivazione dei linfociti T della
memoria provoca una reazione
inflammatoria cutanea che si
presenta come dermatite aller-
gica da contatto.

Una panoramica sulle tecni-
che disponibili

Tra le tecniche che abbiamo a
disposizione per la valutazione
della sensibilizzazione cutanea
abbiamo metodi in chemico, in

in Europa . R . . . .. ) . .
‘eentra‘go ne gli animali venivano quasi quando una sostanza chimica vitro, in ovo, ed ex-vivo.
invigore il sempre uccisi per decapitazio- reattiva, un aptene, penetra la  Tra i metodi in chemico c’& il

divieto totale
dell'uso della
sperimen-
tazione

barriera cutanea inducendo una
risposta immunitaria adattiva.

Direct Peptide Reactivity Assay
(DPRA) [4] che misura la capa-

ne, rottura del collo o asfissia,
spesso senza anestesia o sol-

lievo dal dolore. Non essendoci
benefici medici, la sofferenza
inflitta veniva considerata spro-
porzionata e immorale. Questi
metodi oltre che comportare
problemi etici, avevano anche
limitazioni per quanto riguarda
la predittivita nelluomo: da qui
'urgenza di sviluppare metodi
alternativi alla sperimentazione
animale.

Nel 2013 in Europa entra in vi-
gore il Regolamento (CE) n.
1223/2009 [1], ovvero il divieto
totale dell’uso della sperimen-
tazione animale nei cosmeti-
ci. Questo avviene attraverso
il Testing Ban ossia il divieto di
testare sugli animali non solo i
prodotti finiti, gia in vigore dal
2004 [2], ma tutti gli ingredienti
cosmetici e attraverso il Marke-
ting Ban, ossia il divieto di im-
missione sul mercato europeo di
prodotti cosmetici la cui formu-
lazione, o uno qualsiasi dei suoi
ingredienti, sia stato oggetto di
sperimentazione animale, anche
se condotta al di fuori dei confi-
ni dell’Unione Europea.

Questo ha dato inizio a un’in-
tensa attivita scientifica nello
sviluppo di metodi alternativi
che fossero capaci di garantire
gli stessi standard di sicurez-
za senza sfruttamento anima-
le, dato che per I'immissione in
commercio di un cosmetico &
comungue imprescindibile veri-
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Questo induce l'organismo a
sviluppare una memoria immu-
nologica specifica verso la so-
stanza sensibilizzante e ad ave-
re una reattivita aumentata in
caso di esposizioni successive.
L’Adverse Outcome Pathway
(AOP) [3] descrive in maniera
sequenziale e causale, cosa av-
viene tra l'interazione iniziale e
'effetto avverso finale. In par-
ticolare, per quanto riguarda la
sensibilizzazione cutanea i Key
Events sono:

- KEY EVENT 1. Interazione mo-
lecolare iniziale (Molecular Ini-
tiating Event, MIE), ossia il le-
game covalente che avviene tra
aptene e proteine cutanee

- KEY EVENT 2. Attivazione
dei cheratinociti, le cellule epi-
dermiche rilasciano citochine
pro-inflammatorie che contribu-
iscono alla risposta immunitaria
innata

- KEY EVENT 3. Attivazione e
maturazione delle cellule dendri-
tiche: le APC (Antigen-Presen-
ting Cells) captano i complessi
aptene-proteina e migrano ver-
so i linfonodi, esprimendo mole-
cole co-stimolatorie e rilascian-
do mediatori immunitari

- KEY EVENT 4: Attivazione dei
linfociti T nei linfonodi, le cellule
dendritiche presentano I'antige-
ne ai linfociti T naive, inducendo
proliferazione e differenziazio-
ne in cellule effettrici della me-

cita di una sostanza di formare
legami covalenti con lisina e ci-
steina, simulando quindi il Key
Event 1. Si preparano due solu-
zioni: uno contenente lisina sin-
tetica e uno contenente cisteina
sintetica. La sostanza in esame
viene miscelata in ciascuna so-
luzione a pH, temperatura e
tempo controllati. Dopo il perio-
do di incubazione si va a misu-
rare il livello di deplezione, ossia
guanto peptide libero € rimasto,
attraverso cromatografia liqui-
da ad alte prestazioni. Se nelle
soluzioni contenenti la sostanza
in esame c’e una riduzione della
quantita di peptide libero signi-
fica che c’é stata una reazione
ed € un segnale di una possibile
reazione cutanea. Piu é alta la
percentuale di deplezione e piu
€ grande la probabilita che si
tratti di un sensibilizzante cuta-
neo. DPRA & un test riconosciu-
to con classificazione OECD TG
442C (Organisation for Econo-
mic Co-operation and Develop-
ment [5], Test Guideline 442C)
come metodo alternativo per la
sensibilizzazione della pelle.

Nella stessa Test Guideline del
DPRA (OECD - TG 442C) é
presente anche il test Aminoa-
cid Derivative Reactivity Assay
(ADRA) [6] che a differenza del
DPRA usa derivati sintetici degli
aminoacidi contenenti gruppi



tiolici e aminici analoghi a quelli
di cisteina e lisina, piu semplici,
piu stabili e piu facilmente ana-
lizzabili, riducendo quindi alcu-
ne delle limitazioni presenti nel
DPRA quali ossidazione della ci-
steina, solubilita delle sostanze
e interferenze analitiche. Il resto
della procedura rimane uguale a
DPRA.

Il Kinetic Direct Peptide Reacti-
vity Assay (K-DPRA) [7] ¢ il ter-
zo e ultimo test riconosciuto e
incluso nellOECD (TG 4420C),
valuta sempre il Key Event 1.
Rappresenta un’evoluzione ri-
spetto al tradizionale DPRA [8]
in quanto si concentra sulla ve-
locita della reazione, in modo
da poter discriminare tra sensi-
bilizzanti di potenza diversa. La
sostanza in esame viene incu-
bata con un peptide contenen-
te cisteina a cinque concentra-
zioni diverse (5; 2,5; 1,25; 0,625
e 0,3125 mM) e la reazione vie-
ne monitorata a piu intervalli di
tempo (30, 90, 150, 210 e 1440
minuti). La quantita di peptide
che non ha reagito viene misu-
rata attraverso HPLC-UV, gene-
rando una matrice di dati (ossia
la % di deplezione del peptide
in funzione di tempo e concen-
trazione). In questo modo da
quindi un risultato quantitativo
basato sulla cinetica e non solo
sulla misura nel tempo singolo,
inoltre fornisce il parametro lo-
gkmax che si pud usare in va-
lutazioni di rischio quantitativo
e permette di affinare i modelli
SAR (relazione struttura-attivi-
ta).

Tra i metodi in vitro per valutare
la sensibilizzazione cutanea ab-
biamo invece KeratinoSens™ [9]
[10], un saggio validato dall’O-
ECD (TG 442D) che si basa sul
monitoraggio del Key Event 2,
ossia l'attivazione dei cherati-
nociti, in particolare della via di
segnalazione Nrf2-Keapl-ARE
[Figura 1] [11]. Nrf2 (Nuclear
factor erythroid 2-related factor
2), € un fattore di trascrizione
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Fig. 2

Fig. 3

che regola I'espressione di geni
citoprotettivi, Keapl (Kelch-like
ECH-associated protein 1) & una
proteina citoplasmatica che,
in condizioni fisiologiche, lega
Nrf2 e ne promuove la degra-
dazione proteasomiale, gli ARE
(Antioxidant Response Elemen-
ts) sono sequenze regolatorie
presenti nel DNA che promuo-
vono la trascrizione di geni coin-
volti nella risposta allo stress os-
sidativo e all'inflammazione. In
presenza di sostanze elettrofile
o ossidanti (tipiche di molti sen-
sibilizzanti cutanei) Keapl vie-
ne modificato covalentemente,
Nrf2 rimane libero e trasloca nel
nucleo e legandosi agli ARE, sti-
molando la trascrizione di geni
citoprotettivi.

Le cellule utilizzate nel test Ke-
ratinoSens™ sono cheratinociti
umani della linea HaCat sta-
bilmente transfettate con una
seguenza genetica contente la
sequenza ARE come promotore
e il gene luciferasi come gene
reporter (catalizza la trasfor-
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mazione di luciferina, aggiunta
dall’operatore, in fotoni), in que-
sto modo possiamo misurare
indirettamente I'attivazione di
questa via biologica osservan-
do la luce emessa, indice della
presenza di un sensibilizzante
cutaneo.

Incluso nella OECD Test Gui-
deline 442E abbiamo U-SENS™
[12], un test /in vitro che simula
il Key Event 3. Utilizza una linea
cellulare umana chiamata U937
che deriva dal linfoma umano.
Sebbene di origine monocita-
ria, queste cellule si compor-
tano come cellule dendritiche
guando esposte ad agenti sen-
sibilizzanti, ossia aumentando
'espressione di CD86, un mar-
catore specifico dell’attivazione
immunitaria. Le cellule vengono
esposte alla sostanza in analisi
per 45 ore e se dopo I'esposizio-
ne c’€ un aumento significativo
dell’espressione di CD86 rispet-
to al controllo, significa che la
sostanza ha la capacita di atti-
vare una risposta immunitaria,
e quindi pud essere potenzial-
mente un sensibilizzante. Per
quantificare la CD86 espressa
si usano anticorpi monoclonali
anti-CD86 coniugati con fluo-
rocromi (tipicamente FITC), la
cui fluorescenza viene rilevata
e quantificata dal citometro a
flusso.

L’h-CLAT [13] €& un altro meto-
do validato da OECD (TG 442E)

che valuta la sensibilizzazione
cutanea attraverso il Key Event
3. E un saggio in vitro che usa
cellule umane THP-1, una linea
cellulare monocitica derivata da
leucemia infantile e ampiamen-
te impiegata come surrogato
delle cellule dendritiche. A dif-
ferenza del test U-SENS™, che
misura esclusivamente l'upregu-
lation di CD86, I'h-CLAT misura
la sovraespressione di CD86 e
CD54, fornendo cosi un quadro
pitu ampio. Anche qui la misura-
zione viene fatta attraverso an-
ti-CD54-FITC e anti-CD86-FITC
e citometria a flusso.

Un altro parametro fondamen-
tale da valutare per la sicurezza
dei cosmetici & la genotossicita
[14], poiché i cosmetici vengo-
no applicati direttamente e ri-
petutamente su pelle, labbra o
mucose & fondamentale che gli
ingredienti non presentino rischi
genotossici.

Queste valutazioni possono es-
sere fatte su modelli tridimen-
sionali di cute umana ricostruita
(Reconstructed Human Epider-
mis, RHE), vengono prodotti
coltivando cheratinociti umani
su un supporto di collagene (di
origine animale), cosi da ricrea-
re la stessa struttura e funziona-
lita dello strato epidermico della
cute [Figura 2] [Figura 3] [15].
In questo modo riesce a ripro-
durre la stratificazione cellulare
di strato basale, spinoso, granu-
loso e corneo, i processi di diffe-
renziazione e cheratinizzazione
e anche alcune funzioni fisiolo-
giche come la barriera cutanea
e una certa attivita metabolica.
Esistono vari modelli di cute
umana ricostruita quali EpiSkin™
[15], EpiDerm™ [16] o EpiCS™.

Su questi modelli vengono ef-
fettuati test di genotossicita.
Uno di questi & il Micronucleus
Assay [17], un saggio che ser-
ve a rilevare micronuclei nelle
cellule dopo la divisione cellu-
lare. Si formano da frammenti



cromosomici da rottura (effetto
clastogeno) o da cromosomi in-
teri non migrati correttamente
che non vengono incorporati
nel nucleo (effetto aneugenico).
La presenza di questi micronu-
clei indica un danno genotos-
sico. La sostanza da analizzare
viene applicata sulla superficie
dei modelli di cute umana ri-
costruita, viene anche aggiunta
citocalasina-B che impedisce la
citodieresi (fase finale della divi-
sione cellulare in cui abbiamo la
separazione del citoplasma), in
guesto modo otteniamo cellule
binucleate in cui possiamo con-
trollare se c’€ un aumento signi-
ficativo dei micronuclei rispetto
ai controlli, indice di potenziale
genotossico della sostanza. Si
analizzano le cellule binucleate
perché sono prova del fatto che
sono passate da almeno una di-
visione.

E possibile effettuare il Micro-
nucleus Assay anche sulla mem-
brana corioallantoidea di uova
fecondate. NellHET-MN (Hen’s
Egg Test - Micronucleus) [18]
viene utilizzato un uovo fecon-
dato incubato per 8 giorni con
tempo sufficiente per la forma-
zione di tessuti embrionali e
sistema ematopoietico, in con-
dizioni fisiologiche simili all’or-
ganismo in vivo e capace di as-
sorbimento, biotrasformazione
ed eliminazione delle sostanze
testate. Possiede infatti un me-

Fig. 5

Fig. 4

tabolismo di fase | e Il abbastan-
za sviluppato da poterci testa-
re la genotossicita di sostanze
mutagene e pro-mutagene che
richiedono attivazione metabo-
lica. Dopo aver esposto l'uovo
alla sostanza in esame attraver-
so un’iniezione nel sacco aereo
nell’ottavo giorno di incubazio-
ne, si incuba l'uovo per ulteriori
72 ore. Dopo cio si va a prele-
vare il sangue embrionale e si
analizzano gli eritrociti colorati
al microscopio (almeno 1000
per determinare la frequenza
dei micronuclei), la presenza di
micronuclei indica un danno ge-
notossico.

Un modello di RHE piu avanzato
e quello di Phenion® Full-Thick-
ness Skin Model [19], che oltre
a uno strato epidermico diffe-
renziato possiede anche un der-
ma, fatto da gel tridimensionale
di collagene umano in cui sono
inseriti fibroblasti dermici pri-
mari che vanno a rimodellare il

LABORATORIO - COSMESI

collagene, a sintetizzare nuova
matrice extracellulare come col-
lagene di tipo |, di tipo I, fibro-
nectina, elastina e vanno anche
a produrre fattori di crescita che
regolano la differenziazione dei
cheratinociti [Figura 4] [Figura
5] [19]. Su questo tipo di RHE
€ possibile fare il Comet Assay,
piu adatto per la valutazione del
danno genotossico in quanto
i danni basali che subiscono al
DNA (quelli presenti anche nei
controlli) sono piu bassi e sono
piu stabili e meno soggetti a
variabilita rispetto ai modelli di
RHE classici.
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Fig. 6

I modelli di
epidermide
umana rico-
struita sono

spesso molto
costosi,

hanno limi-

tata stabilita

biologica e

hanno

problemi di

importazione,
mentre la pel-
le umana da
interventi chi-
rurgici risulta
spesso piu
economica

e facilmente
reperibile in
paesi come il
Brasile, dove
gli interventi

di chirurgia

estetica sono
frequenti.

Il Comet Assay [20] [21] chiamato
anche Single Cell Gel Electropho-
resis (SCGE) é& una tecnica di
laboratorio usata per rilevare e
quantificare i danni al DNA di una
singola cellula. Il test prende il
nome dalla forma a cometa che
assumono i nuclei cellulari dan-
neggiati durante l'analisi [Figu-
ra 6] [22]. Dopo aver esposto il
RHE alla sostanza in esame e ot-
tenuto cheratinociti e fibroblasti
mediante digestione enzimatica,
il test parte con la preparazione
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delle cellule che vengono sospe-
se in agarosio a bassa fusione e
distribuite su un vetrino da micro-
scopio.

Poi vengono applicate soluzioni
ad alto contenuto salino o solu-
zioni detergenti che servono a
rompere le membrane cellula-
ri (sia plasmatica che nucleare)
e lasciare il nucleoide: cioé, una
struttura contenente solo il DNA
deproteinizzato, ancora ancorato
nel gel.

Il test viene eseguito a pH for-
temente basico cosicché le basi
azotate si denaturino e si separi-
no in filamenti singoli. In questo
modo vengono convertiti in tratti
aperti sia le rotture a singolo fi-
lamento (SSB single-strand-brea-
ks) sia i siti labili alcalini derivati
da depurinazioni o deaminazioni.
| filamenti nel nucleo vengono poi
sottoposti ad un campo elettrico
che li fa migrare verso I'anodo in

base alle dimensioni: piu picco-
li e danneggiati sono e piu lon-
tano si spostano; quindi, il DNA
integro € poco mobile nel gel e
rimane concentrato nella “testa”
della cometa mentre i frammen-
ti spezzati o rilassati migrano
nel gel verso I'anodo, formando
la “coda”. Il DNA viene colorato
con un fluorocromo e osservato
al microscopio a fluorescenza, se
il nucleo & integro appare roton-
do e compatto, se invece ci sono
rotture, i frammenti migrano for-
mando una coda allungata che
ricorda appunto una cometa.

| modelli tissutali 3D

| modelli tissutali 3D rappresenta-
Nno un grande passo avanti rispet-
to ai sistemi bidimensionali, no-
nostante cio, hanno comunque la
limitazione di essere sistemi stati-
ci. Per superare queste limitazioni
la ricerca biotecnologica gli OoC,

Immagine di TungArt7



Organ-on-a-Chip [23], microdi-
spositivi microfluidici che conten-
gono colture cellulari (spesso tri-
dimensionali) all'interno di canali
che vengono attraversati da flus-
si controllati di liquidi simulando
cosi piu correttamente le condi-
zioni dinamiche e le interazioni
fisiologiche tipiche degli organi
umani. [Figura 7] [23] Riescono
a integrare piu tipi cellulari, matri-
ci extracellulari 3D e stimoli bio-
meccanici, in questo modo pos-
sono riprodurre perfusione, respi-
razione e metabolismo. L'aspetto
piu innovativo € la capacita di
riprodurre condizioni dinamiche
che mancano completamente
negli altri metodi sperimentali
come lo shear stress dovuto al
flusso sanguigno, la permeabilita
vascolare o la migrazione cellu-
lare. Inoltre, con OoC é possibile
tenere sotto controllo moltissimi
parametri con precisione, come
la portata del flusso, la concen-
trazione di ossigeno, la pressio-
ne meccanica, la temperatura, la
composizione del mezzo di col-
tura e si pud controllare in tempo
reale le risposte che avvengono
a livello cellulare usando sensori
integrati o tecniche diimaging ad
alta risoluzione.

OoC é composto da una piccola
piattaforma di pochi centimetri
quadrati, in genere in polidimetil-
silossano (PDMS) o altri polimeri
trasparenti in modo da poterlo
osservare al microscopio. Dentro
al chip ci sono dei microcanali
delle dimensioni di un capillare
dentro ai quali scorrono le so-
luzioni nutritive che servono ad
alimentare le cellule e che vanno
anche a rimuovere i prodotti di
scarto. | vari canali possono esse-
re separati da membrane porose
o matrici extracellulari artificiali
sulle quali sono coltivate cellule
umane spesso come modello tis-
sutale 3D. Le cellule specializza-
te possono provenire da biopsie,
donatori post-mortem, da linee
cellulari immortalizzate (tumorali
0 ingegnerizzate) o da cellule sta-
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minali pluripotenti indotte.

A seconda dell’organo che si va
a simulare il chip varia, ad esem-
pio nel lung-on-a-chip che va a
simulare i polmoni abbiamo due
compartimenti separati da una
membrana flessibile, un compar-
timento contiene cellule epiteliali
alveolari e laltro cellule endote-
liali che imitano i capillari polmo-
nari. Applicando periodicamente
una pressione meccanica si Ssi-
mulano anche espansione e con-
trazione che avvengono nel pol-
mone durante la respirazione. In
liver-on-a-chip che simula il fega-
to ci sono epatociti e cellule en-
doteliali in un ambiante che porta
costantemente nutrienti che rap-
presenta la perfusione sanguigna
del fegato.

Esistono anche skin-on-a-chip,
heart-on-a-chip,  gut-on-a-chip
e anche sistemi piu comples-
si come multi-organ-on-a-chip
che va a ricreare le interazioni
sistemiche come metabolismo o
tossicita integrata tra organi. E
quindi un metodo estremamente
personalizzabile, in quanto & pos-
sibile incorporare le simulazioni
di organi che si desidera e inoltre
possono essere anche costituiti
da cellule derivati da pazienti o
da cellule staminali indotte per-
mettendo quindi di fare test di
tossicita individualizzati. Tra le
limitazioni abbiamo pero sicura-
mente complessita tecnica, costi
elevati, poca standardizzazione,
la durata limitata delle colture
ed il fatto che non sono ancora
riconosciuti a livello regolatorio,
anche se sono oggetto di valuta-
zione di diverse agenzie interna-
zionali.

Un tipo di sperimentazione che si
trova a meta tra quella in vitro e in
vivo € la sperimentazione ex-vivo
[241], in cui vengono utilizzati tes-
suti o organi che vengono prele-
vati da organismi vivi e mantenu-
ti in coltura per un certo periodo
di tempo limitato. A differenza
delle sperimentazioni in vitro ri-
escono a mantenere la struttura
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tridimensionale originale, la com-
plessita del tessuto e le interazio-
ni cellulari presenti in origine, in
questo modo otteniamo anche
una migliore predittivita.

In particolare, la cute umana ex
vivo ottenuta da interventi di chi-
rurgia plastica, originariamente
destinata al normale smaltimen-
to dei rifiuti biologici e utilizza-
ta previo consenso informato,
rappresenta un’alternativa etica
e importante nello studio della
risposta cutanea a formulazioni
topiche.

| modelli di epidermide umana ri-
costruita come EpiDerm™ o Epi-
Skin™ sono spesso molto costosi,
hanno limitata stabilita biologica
e hanno problemi di importazio-
ne, mentre la pelle umana da in-
terventi chirurgici risulta spesso
piu economica e facilmente re-
peribile in paesi come il Brasile,
dove gli interventi di chirurgia
estetica sono frequenti. Il tessu-
to umano viene standardizzato
in pezzi di spessore e diametro
uguali e mantenuto in coltura, in
questo modo si possono ottene-
re risultati paragonabili e scienti-
ficamente rilevanti.
L’introduzione del divieto euro-
peo ha stimolato lo sviluppo di
metodi alternativi sempre piu so-
fisticati e capaci di fornire risultati
sempre piu affidabili e preditti-
vi. | saggi in chemico e in vitro, i
modelli tridimensionali di cute
umana ricostruita, le tecniche
ex-Vvivo e le piu recenti piattafor-
me Organ-on-a-Chip dimostrano
come 0ggi sia possibile valutare
endpoint fondamentali quali la
sensibilizzazione cutanea senza
sfruttamento animale.

In particolare, tra le tecnolo-
gie disponibili, i piu prometten-
ti sono sicuramente basati sulla
sperimentazione su pelle uma-
na ricostruita e i sistemi Organ-
on-a-chip, i primi grazie alla loro
elevata riproducibilita, rilevan-
za fisiologica e accettazione da
parte dellOECD gia per diversi
endpoint tossicologici, mentre
gli OoC sebbene debbano fare

ulteriori passi in termini di stan-
dardizzazione e validazione, rap-
presentano una frontiera tecno-
logica in rapida evoluzione che
riesce a integrare microfluidica,
bioingegneria e colture cellulari
umane, consentendoci di simu-
lare sempre meglio la fisiologia
umana.

In conclusione, il settore cosme-
tico con questa rivoluzione ha
dimostrato che combinando im-
pegno normativo, innovazione
tecnologica e consapevolezza
sociale, un cambiamento radicale
€ possibile.

* UNIVERSITA DI FIRENZE,
Dipartimento di Chimica
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