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PREMESSA
Eccoci arrivati finalmente ad iniziare un percorso cruciale per la Medicina

Legale Previdenziale: quello dell’lOncogenesi Generale che prelude allo

o “

studio dei Tumori Professionali, i da tanti anni Tumori Perduti
Ovviamente io non ho la presunzione di scrivere tutto cio che si conosce né
tanto sull’argomento dei tumori professionali che & oggetto di studio
tutt’oggi.

Ma spero di riuscire a fornire un inquadramento dell’Oncogenesi Generale
propedeutico alle studio dei Tumori Professionali e suscettibile di maggiore
approfondimento per coloro che sono interessati e facilitando cio mediante
utilizzo della bibliografia con cui termina, come sempre, ogni Capitolo del
presente Volume on line. Si & anche ritenuto opportuno, dopo la sezione
riguardante I’'Oncogenesi Generale, offrire prima anche una panoramica sulla
Epidemiologia, che verra completata nell’'ottavo Capitolo, per fornire un
guadro alquanto esaustivo che verra completato nell’Ottavo Capitolo, spero,
di come potere interpretare le pubblicazioni scientifiche al riguardo. Ritengo
che, invece, per I'impostazione di uno studio epidemiologico da parte dei
lettori sia bene consultare i libri sull’argomento di cui ho fornito in
Bibliografia un’ampia panoramica. Infatti I'Epidemiologia & una materia
molto difficile e complessa oltre che interdisciplinare. Non ci si pud
improvvisare epidemiologi se non con il rischio di diffondere alla comunita
scientifica dati aleatori quando non completamente errati. Ritengo che i
Colleghi, non epidemiologi, che hanno vasta cultura e volonta, specialisti in

Medicina Legale Previdenziale e in Medicina del Lavoro possano anche



impostare uno Studio Epidemiologico nel campo delle Malattie Professionali

e quindi dei Tumori Professionali ma che il Protocollo di Ricerca

Epidemiologica debba essere verificato e validato da un Epidemiologo di

professione o0 da chi ha vasta competenza sul campo ai fini di evitare

deduzioni errate.

Prima pero di immergerci nella materia, mi pare opportuno, a conferma di
guanto scritto fin qui, evidenziare con un esempio come sia complesso e
delicato il percorso metodologico dello studio del nesso causale che richiede
anche vera e propria indipendenza ed autonomia da condizionamenti di ogni
provenienza, se, in un opuscolo che circola nell’lambiente si trova scritto che
nell’accertamento del nesso causale devono essere interessate altre figura
tra cui, parrebbe di interpretare — ma la frase non € molto chiara — anche il
datore di lavoro. Ora e chiaro che questa materia non puo essere delegata a
chi non e Specialista in Medicina Legale e delle Assicurazioni ( coadiuvato da
strutture tecniche deputate all’accertamento del rischio o di figure ispettive
deputate ad ulteriori accertamenti sul rischio lavorativo che devono essere “
super partes “ e dotate della caratteristica della “ terziarieta “ ), e che,
arrogandosi 1 diritti oltretutto di scrivere in materia, poi diffonde
interpretazioni di normative e di  metodologie che si prestano ad
interpretazioni non sempre chiare. Ed infatti chi mi ha inviato questa frase,
polarizzandovi la mia attenzione, ha aggiunto come chiosa ironica: “ La
diagnosi di malattia professionale costituisce un momento di incontro politico
tra il datore di lavoro ed il lavoratore che, in agape fraterno, dopo una
comune preghiera rivolta al Signore, stabiliscono di comune accordo se la
patologia e di natura professionale “. Ancora una volta chi vi scrive prova
nostalgia dell’articolo 9 dello Statuto di Lavoratori ( legge n. 300 del 1970 ) i
cui principi sono stati spesso stravolti dalle successive normative, come gia ho

avuto modo di rappresentare nei precedenti Capitoli.
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ONCOGENESI GENERALE

ELEMENTI DI TERMINOLOGIA IN ONCOLOGIA:
Si sottopongono all’attenzione dei lettori alcune figure che, in modo molto

schematico, rappresentano i meccanismi fondamentali della Cancerogenesi.

L’Oncogenesi € il meccanismo con cui si forma un tumore. Ma cosa € un
tumore, facendo qui riferimento ad un tumore maligno? James Ewing (

1866-1943 ), Professore di Patologia alla Cornell University di New York ed
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autore di un famoso trattato di oncologia intitolato “ Neoplastic Diseases “

o

defini neoplasia una crescita tissutale relativamente autonoma e
progressiva “ ove per neoplasia siintende un tumore maligno.

Quindi il carattere distintivo, secondo James Ewing, € |la modalita autonoma
e progressiva dell’accrescimento. |l concetto di neoplasia deve essere
tenuto ben distinto dal concetto di iperplasia che significa aumento
numerico delle cellule, tipico dei tessuti a rapido rinnovamento come il
midollo osseo e l'epitelio intestinale. 1l concetto di ipertrofia e riferito
invece ad un aumento volumetrico delle cellule permanenti, come le cellule
del miocardio. LUiperplasia pu0 essere fisiologica o reattiva ad insulti
persistenti di varia natura e si parla allora di iperplasia patologica. Nel
primo caso si ha per esempio un aumento del compartimento eritropoietico
del midollo osseo in situazioni di ipossia tissutale ( con conseguente aumento
della eritropoietina diretta ad aumentare il numero di globuli rossi che
veicolano ossigeno a tutti i distretti corporei ). In caso invece di iperplasia
patologica si ha aumento numerico degli epitelio citi dello strato basale
dell’epidermide in caso di psoriasi. Sia nella iperplasia che nella ipertrofia
non si ha deviazione del corredo genetico della cellula nel senso di una
invasione progressiva del corpo e quindi di proliferazione cellulare
incontrollata ed irreversibile. In Oncologia vengono anche usati i termini di
anaplasia e displasia. Con il termine di anaplasia si intende il riscontro di
alterate relazioni intercellulari nel contesto di un determinato tessuto (
anaplasia posizionale ) oppure di modificazioni a carico del processo
mitotico, del corredo cromosomico o della sintesi endocellulare di
macromolecole nel contesto di una data popolazione cellulare ( anaplasia
citologica ). L'anaplasia posizionale concerne dunque l'architettura cellulare
e l'organizzazione tissutale, l'anaplasia citologica €& in grande parte

dipendente da una aumentata o alterata sintesi degli acidi nucleici nei tessuti



in accrescimento. Il termine viene impiegato di solito per definire alcune
anomalie caratteristiche tintoriali delle cellule, come la spiccata basofilia e
I'alterato rapporto volumetrico nucleo / citoplasma, ma pud anche essere
riferito ad anomalie del processo mitotico e della ploidia della cellula.
L'anaplasia  assume grande importanza nella diagnosi istologica e/o
citologica delle neoplasie anche se non puod essere considerata un carattere
distintivo del processo neoplastico perché si manifesta anche in alcuni
tessuti normali ( placenta ) e nel corso di processi riparativi, come la
formazione del callo osseo e la cicatrizzazione di ferite

Un altro termine che ricorre frequentemente nel linguaggio oncologico &
qguello di displasia. Il termine e stato impiegato inizialmente per indicare
quadri istologici caratterizzati da alterazioni dell’architettura tissutale. Oggi
esso viene considerato da molti autori sinonimo di neoplasia intraepiteliale,
ossia indicativo di quello stadio del processo neoplastico in cui le cellule, pur
manifestando  pleomorfismo nucleare ed anomalie mitotiche e/o
maturative, non hanno acquisito proprieta invasive ed autonomia re
plicativa. Quindi partendo da una lesione iniziale le cellule possono evolvere,
attraverso fasi di displasia lieve, moderata e severa, in neoplasia invasiva e
metastatica.

Per metaplasia si intende un processo, solitamente reversibile, poiché
dovuto ad alterazioni dei meccanismi della memoria cellulare epigenetica.
Infatti, poiché l'aspetto differenziativo acquisito dalle singole cellule e
mantenuto abbastanza rigidamente e trasmesso alla progenie, la
composizione cellulare di un dato tessuto di un organismo adulto, per
complessa che sia, tende a rimanere costante. In seguito a stimoli di varia
natura, le cellule possono perdo modificare il loro stato differenziativo
terminale facendo si che in un dato distretto, ad esempio nel tratto

respiratorio, un tessuto  morfologicamente ben caratterizzato, come



I’epitelio cilindrico, si trasformi in altro tessuto anch’esso morfologicamente
ben caratterizzato, come I'epitelio squamoso. Di norma sono le cellule di
riserva del tessuto interessato, le cellule staminali, che, stimolate,
proliferano e generano cellule differenziate fenotipicamente diverse dalle
precdenti. Nelle metaplasie, la modificazione dell’espressione genica
avviene generalmente entro i Ilimiti consentiti dalla potenzialita
determinativa di uno dei foglietti embrionali. Cio significa che un tessuto
terminale di derivazione ectodermica puo essere sostituito, per fenomeni di
metaplasia, da un altro tessuto terminale che sia sempre pero di
derivazione ectodermica ( metaplasia epiteliale ), cosi come un tessuto
terminale di origine mesodermica puo assumere le caratteristiche di un altro
tessuto terminale perché della stessa origine embrionale ( metaplasia
connettivale ).  Per ragioni ignote, mentre le metaplasie connettivali (
miosite ossificante, degenerazione mucoide delle valvole cardiache,
metaplasia mieloide del tessuto splenico ) non predispongono allo sviluppo
dei tumori, le metaplasie epiteliali ( leucoplachie, esofago di Barrett,
metaplasia intestinale dello stomaco ) frequentemente progrediscono
generando neoplasie maligne ( carcinomi ).

Il termine metaplasia, pero, non ha significato esclusivamente morfologico
poiché e riferito a fenomeni in cui la deviazione dall’espressione genica si
esprime fenotipicamente sotto forma di sintesi proteica inappropriata per
tempo ( produzione di molecole fetali ) o per sede ( produzione ectopica di
molecole ormonali). Esempi di questo tipo di metaplasia molecolare sono
la produzione da parte degli epatociti di un organismo adulto dell’alfa- feto-
proteina, una globulina sintetizzata normalmente da queste cellule in qualita
apprezzabili esclusivamente nel periodo fetale ( dalla quarta alla trentesima
settimana di vita intrauterina ), o dell’aldolasi C , una forma isoenzimica

presente in queste stesse cellule esclusivamente durante il periodo



embrionale dell’ontogenesi epatica. | fenomeni di metaplasia molecolare si
osservano solitamente nel corso di processi morbosi in cui i tessuti sono
sottoposti a perduranti stimoli iperplastici e rigenerativi, nonché in
condizioni neoplastiche.
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Con il termine di amartoma si intende la crescita eccessiva e circoscritta di
elementi cellulari / tessutali non neoplastici normalmente presenti nel
distretto sede del fenomeno. Esempi di amartomi sono gli angiomi ed i nevi
melanocitici. La crescita eccessiva e circoscritta di elementi cellulari /
tessutali non neoplastici in un distretto in cui essi non sono normalmente

presenti e detta coristoma.
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ASPETTI FONDAMENTALI DELL’ONCOGENESI.

Le  acquisizioni sull’oncogenesi che hanno permesso una maggiore
conoscenza agli studiosi ed agli operatori del settore di come si sviluppa una
neoplasia sono costituite da :

a) Eventi biochimici e molecolari negli studi di iniziazione e promozione della

cancerogenesi.



b) Differenziazione dell’oncogenesi in fasi: iniziazione, promozione primo
tempo, promozione secondo tempo, progressione.
c) ldentificazione di geni specifici importanti nella regolazione della crescita
tumorale : oncogeni.
d ) Identificazione di geni specifici importanti nella opposizione della crescita
tumorale : geni oncosoppressori.
e) Mutazioni genetiche e cromosomiche e patogenesi delle neoplasie
umane. Vedere quanto si e scritto al riguardo nel Sesto Capitolo. Qui si
aggiunge che si e osservato che l'insorgenza delle neoplasie aumenta con
I'eta. Le ragioni dell’'incremento delle neoplasie con 'aumentare dell’eta
non sono molto chiare. Si sono formulate alcune ipotesi tra cui: 1) che il
processo di senescenza sia di per sé responsabile della maggiore incidenza
neoplastica; 2) che, con il progredire dell’eta si sommino gli effetti dei vari
fattori ambientali potenzialmente oncogeni, rendendo cosi piu probabile
I’evento neoplastico ( raggiungendosi cosi un numero di mutazioni cellulari
sufficienti a determinare I'insorgenza dei tumori ). Pil insulti ambientali, piu
insulti ossidativi, pit mutazioni > aumento di frequenza di neoplasie.
Oltretutto nell’anziano si ha una maggiore instabilita del DNA. Ma vi sono
anche eccezioni a questo assunto. Infatti un certo numero di neoplasie, di
origine neuro ectodermica o mesenchimale, mostrano maggiore incidenza
nel primo decennio di vita. E’ il caso del retinoblatoma ( di cui si e
ampiamente parlato nel precedente Sesto Capitolo ), del tumore di Wilms,
del rabdomiosarcoma, dell’epatosarcoma, di alcuni tumori encefalici e di una
cospicua frazione di leucemie linfoblasti che, la cui comparsa e condizionata
da fattori di natura genetica o strettamente collegati all’ambiente
intrauterino o neonatale. Fanno eccezione anche i tumori del testicolo, che
mostrano la massima incidenza tra i 30 ed i 40 anni, gli osteosarcomi che

insorgono generalmente in giovani di eta compresa tra i 20 ed i 25 anni, il



linfoma di Hodgkin che mostra due picchi di incidenza: uno in eta giovanile
ed un secondo in eta adulta. D’altra parte, se & vero che gli esami di
screening adottati nella popolazione hanno affinato la diagnosi e reso
possibile la diagnosi precoce, € anche vero che non tutti i soggetti si
sottopongono a test di screening e che alcune forme neoplastiche, che
spesso non mostrano un comportamento particolarmente aggressivo oltre
che avere, come molti tumori, grande intervallo di latenza. Come accade per
il carcinoma della prostata che, magari insorto verso I'eta di 30 — 40 anni si
manifestano e vengono diagnosticati non prima dei 65 anni, come emerge da
indagini epidemiologiche effettuate negli Stati Uniti agli inizi degli anni

Novanta.

f) Fattori di crescita.

g) Scoperta di retrovirus patogeni nell’'uomo associati a neoplasie umane

(leucemia a cellule T, sarcoma di Kaposi ad esempio)

h) Scoperta di condizioni di deficit immunologico acquisito ( HIV ); deficit

immunologici congeniti di cui si e gia parlato nel Sesto Capitolo.

| ) Rapporto causale tra alcuni virus DNA e determinate neoplasie umane;

m) Ampliamento dei concetti inerenti cellule staminali, cellule tumorali

clonogenetiche ed eterogeneita delle popolazioni neoplastiche.

n) Ruolo fondamentale delle radiazioni ionizzanti nella insorgenza di

neoplasie per alterazioni cromosomiche indotte.



0) Sorveglianza immunitaria ( di cui si e gia parlato nel Sesto Capitolo ).

p) Reazioni bioumorali del sistema immunitario nella difesa delle neoplasie.

( di cui si e gia parlato nel Sesto Capitolo )

q) Studio delle “catene di attivazione”e delle “catene di inibizione” della

proliferazione cellulare.

r) Fenomeni di angiogenesi nella progressione tumorale.

s) Modificazioni delle giunzioni intercellulari e della matrice extracellulare.

Fattori motogenetici ed angiogenetici.

t) Meccanismi di riparazione del DNA (che sono stati gia esaminati nel Sesto

Capitolo in modo piu particolareggiato).

u) Processo della morte cellulare programmata (apoptosi).
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Cerchero di esaminare, punto per punto, gli argomenti trattati in modo
sintetico ma non tralasciando le tappe fondamentali dell’'oncogenesi
generale. Lo schema che sequird e quello dei relativi Capitoli del volume di
cui sono coautore “ | Tumori Professionali “ ( Casa Editrice SEU. Roma.

2000) , ovviamente aggiornato in base alle conoscenze attuali.

a) Eventi biochimici e molecolari negli studi di iniziazione e promozione

della cancerogenesi:
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Gli oncologi distinguono tra agenti iniziatori di un processo neoplastico di
ordine ambientale (sostanze chimiche, radiazioni, agenti infettivi come virus
oncogeni ), meccanismi endogeni ed agenti promotori.

La natura chimica degli agenti promotori varia da molecole relativamente
semplici a polipeptidi (per esempio ormoni, sali biliari). Gli agenti promotori
non provocano nella popolazione cellulare cambiamenti irreversibili ma

piuttosto “promuovono” cellule in precedenza iniziate dagli agenti iniziatori.

b) Differenziazione dell’oncogenesi in fasi:

iniziazione, promozione I° tempo, promozione II° tempo, progressione:

Gli studi attuali sono rivolti prevalentemente ai fenomeni biochimici e
molecolari che riguardano prevalentemente la promozione .

Nelle due fasi iniziali (fase di “iniziazione” e “promozione primo tempo”) per
I’azione di sostanze carcinogenetiche specifiche si produce una modi-
ficazione qualitativa della cellula (origine delle cellule tumorali) e,
successivamente, dopo un periodo di latenza, in due successive fasi
(“promozione secondo tempo” e “progressione”), si produce una
modificazione quantitativa delle cellule tumorali fino alla manifestazione
clinica della neoplasia.

Al riguardo e bene ricordare che la “promozione primo® tempo” & caratteriz-

zata da un’azione specifica con anomalie differenziative su cellule gia

o o

iniziate, mentre la promozione secondo tempo “ €& caratterizzata da

un’azione aspecifica, secondo alcuni puramente iperplaseogena.

c) Identificazione di geni specifici importanti nella regolazione della crescita
tumorale: gli oncogeni.
Una delle acquisizioni dell’oncologia moderna di grande rilievo scientifico

riguarda gli oncogeni.
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Questi sono rappresentati da una ridotta famiglia di geni che si sono
conservati attraverso tutta I’evoluzione dei vertebrati. In alcune circostanze
possono anche indurre una trasformazione in senso neoplastico delle cellule
normali

Gli oncogeéni si dividono in: 1) oncogeni cellulari e 2) oncogeéni virali.

| primi sono anche definiti proto-oncogeni (come precursori degli oncogeni).
Gli oncogeni virali si trovano in alcuni virus RNA, conosciuti anche come
retrovirus, che inducono la trasformazione neoplastica quando entrano nelle
cellule.

Gli oncogeéni cellulari possono essere divisi in tre gruppi o famiglie :

le fosfochinasi; le proteine che legano il DNA; i fattori di crescita cellulare.

In determinate circostanze (amplificazione genica, traslocazione cromoso-
mica, mutazioni cromosomiche indotte da radiazioni o da carcinogeni chi-
mici, modificazione strutturale del gene stesso) inducono una trasformazione
maligna.

Ricordiamo che i proto-oncogéni (presenti nel DNA cellulare) attivano la
divisione cellulare. Forme mutanti di essi, appunto gli oncogeni, fanno si che
le cellule proliferino eccessivamente (caratteristica del processo
neoplastico).

Nella Tabella che segue si elencano i proto- oncogeni che, trasdotti nei
retrovirus, inseriti nel genoma di fibroblasti murini della linea NIH /3T3 ne

determinano la trasformazione neoplastica:

TABELLA

Nella Tabella che segue invece sono rappresentati oncogeni privi di

omologhi trasdotti nel genoma di retrovirus Nella Tabella che segue sono
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rappresentati i principali proto- oncogéni umani classificati in base alle
funzioni epletate dai loro prodotti

TABELLA

d) Identificazione di geni specifici importanti nella opposizione della
crescita tumorale: i geni oncosoppressori.

| geni onco-soppressori invece codificano per proteine che inibiscono la
divisione cellulare. Nella tabella sono stati rappresentati alcuni oncogeni e
geni onco-soppressori. E molto importante I'oncogéne Bcl2 che codifica per
una proteina che blocca la morte cellulare programmata (o apoptosi).

Al riguardo e anche da ricordare il gene p53 (gene onco-soppressore) che
codifica per la proteina p53 che puo bloccare la divisione cellulare in caso di
alterazioni e che induce I'apoptosi qualora le alterazioni del DNA (mutazione)
non sono riparate dai meccanismi di riparazione del DNA.

Desidero sottolineare che i proto-oncogeéni (da cui derivano gli oncogeni
attivati per processi di mutazione) costituiscono gli elementi del controllo
positivo della moltiplicazione cellulare mentre i geni onco-soppressori (anche
detti anti-oncogeéni) fanno parte di un sistema di controllo negativo della
proliferazione cellulare. Pertanto la perdita o la inattivazione dei geni onco-
soppressori pud essere responsabile dell’apparizione improvvisa e della
proliferazione anarchica di cellule tumorali.

Se gli oncogeni sono paragonabili alla accelerazione dell’automobile, i geni
onco-soppressori ne rappresentano il freno. In molti tumori le mutazioni

portano all’inattivazione del meccanismo di “freno” con conseguente perdita
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del fattore inibitore della proliferazione cellulare. La formazione di oncogeni
e la inattivazione dei geni onco-soppressori rappresentano quindi eventi
complementari nello sviluppo delle neoplasie, poiche entrambi
contribuiscono ad aumentare le divisioni cellulari e alla perdita del normale
controllo di crescita, il quale & appunto bilanciato da fattori di stimolo e di
inibizione. Secondo le piu attuali vedute lo sviluppo di un tumore e quindi un
processo graduale durante il quale le cellule normali diventano maligne
attraverso una serie di alterazioni progressive. La neoplasia origina da una
singola cellula (o da piu cellule) che ha iniziato a proliferare in modo
aberrante. La progressione verso la malignita avviene quando le cellule
tumorali vanno incontro ad una serie di mutazioni, le quali conducono
all’acquisizione di alcune proprieta decisamente anormali: proliferazione
sfrenata, invasivita locale, capacita di formare metastasi. Piu oncogeni e geni
onco-soppressori entrano nei vari stadi che portano alla formazione di un
tumore sempre piu maligno nel progredire della selezione clonale delle

cellule tumorali.

Nella Tabella che segue sono rappresentati i principali geni oncosoppressori
( anti oncogeni ) umani, con le caratteristiche dei loro prodotti, le mutazioni
inattivanti e le neoplasie conseguenti.

TABELLA

Merita un maggiore approfondimento il gene p53. | geni oncosoppressori,
come scritto in precedenza, hanno un comportamento recessivo, cioe
causano l'effetto trasformante ( mutante ) solo nel caso in cui entrambe le

loro copie ( nel genoma cellulare diploide ) risultano assenti a causa di una
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delezione o non codificanti a causa di una mutazione nella fattispecie
nonsenso ( vedi il Sesto Capitolo ). Il gene P53 rappresenta una eccezione a
questa regola, pur essendo un gene oncosoppressore. Infatti si puo avere,
in alcuni casi, effetto trasformante anche in presenza di una sua copia
normale. Infatti il prodotto del gene P53, una fosfoproteina nucleare,
anch’essa chiamata proteina P53, agisce solo dopo avere formato complessi
oligolimerici ( omotetrameri ). Se tali complessi sono costituiti, anche
parzialmente, da una proteina P53 modificata in siti critici della molecola, la
loro capacita di interagire con il DNA € compromessa e le specifiche funzioni
sono soppresse. Quindi e sufficiente che una sola copia del gene P53 subisca
una certa mutazione perché il suo prodotto proteina P53, interagendo con
quello dell’allele normale, formi omotetrameri a scarsa affinita per il DNA.
Inoltre la proteina P53 & poco stabile ed ha una emivita di circa 20 minuti.
Inoltre la proteina mutante & molto piu stabile, con emivita che variada3 a7
ore ). Questo fatto fa comprendere perché gli omotetrameri p53 risultino
costituiti, anche in situazioni di eterozigosi ( cioé con un allele normale ed
uno mutante ), pressoché totalmente di monomeri codificati da mutanti.
Pertanto il comportamento delle copie geniche mutate del gene p53 si
comportano come oncogeni dominanti, mentre le copie normali del gene
P53 hanno un comportamento recessivo. Quindi la comparsa di una
mutazione in un gene P53 o la scomparsa di entrambi i geni p53 normali
possono determinare la trasformazione cellulare.

Ancora, alcune mutazioni a carico del gene P53 non ne inattivano il prodotto,

“

ma gli conferiscono nuove funzioni, che sono definite mutazioni “ gain of
function “). Tra queste nuove funzioni conferite vi & quella di transattivare i
geni i cui siti promotori non contengono sequenze di consenso per la
proteina P53. Alcuni di questi geni, transattivati dal prodotto mutato del

gene P53 ( EGF- R, PCNA, MDR — 1, BAG -1 ) promuovono la replicazione o la
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sopravvivenza cellulare e pertanto i mutanti P53 “ gain of function “ si
comportano come geni dominanti favorendo la trasformazione neoplastica
anche quando presenti in singola copia nel genoma cellulare. Si dira che il

{

gene P53, oltre ad essere definito “ guardiano del genoma “ & anche un
gene molto versatile. Esso infatti ha un effetto antitetico sulla trascrizione
genica (vedi Sesto Capitolo ) attivante o inibente. Pero, e lo si ripete perché
e un concetto fondamentale sia per comprendere il meccanismo
oncogenetico ( di cui il gene P53 costituisce uno dei tanti meccanismi ora di
oncosoppressione ora di oncopromozione ), sia per comprendere il
fenomeno del blocco del ciclo cellulare e quindi dell’apoptosi, il gene P53
blocca in fase G1 e / o in fase G2 il ciclo mitotico di cellule il cui DNA abbia
subito danni in seguito alla esposizione ad agenti mutageni di natura fisica o
chimica e quindi ne favorisce I'apoptosi anche detta morte cellulare
programmata. Come si & gia scritto nel Sesto Capitolo, e qui si ripetera in
sintesi, il blocco del ciclo mitotico, che e ottenuto mediante I'induzione della
espressione di geni i cui prodotti ( proteine sempre ) impediscono la
transizione dalla fase del Ciclo Cellulare Gi1 alla fase S e dalla fase G2 alla
Fase M, consente agli enzimi cellulari ( proteine ed anche essi sotto controllo
genico ) preposti alla riparazione del DNA di avere il tempo sufficiente per
intervenire  nella correzione degli errori della duplicazione del DNA.
Quando si innesca l'apoptosi la cellula muore e quindi non possono replicare
il proprio DNA alterato ( mutato ) e generare cloni cellulari neoplastici. |
meccanismi mediante i quali la proteina P53 promuove I'apoptosi sono due:
1) essa agisce da fattore di trascrizione ed incrementando o riducendo,
rispettivamente, l'espressione di geni che codificano per proteine pro-
apoptotiche o antiapoptotiche ; 2) essa trasloca nei mitocondri ed impedisce

alle proteine Bcl-2 e Bcl-X1, con le quali forma complessi, di ostacolare la
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creazione di canali mitocondriali permeabili al Citocromo C ed altri fattori
apoptogenetici.

Si ritiene da parte dei ricercatori che [I'attivita della proteina P53, sia
finalizzata alla sopravvivenza sana della cellula, con temporaneo blocco
replicativo e favorente |'azione ripartiva del DNA da parte dei sistemi
enzimatici deputati alla riparazione del DNA), sia finalizzata alla morte della
cellula ( azione favorente 'apoptosi o morte cellulare programmata ) &
condizionata dalla entita e dalla natura delle lesioni a carico del Genoma
cellulare. Se quindi le lesioni del DNA sono numerose oppure riparabili con
difficolta, vengono sintetizzate proteine ( ASPP-1 ed ASPP-2 = Apoptosis
Stimulating protein of P53 ) che promuovono l'azione proapoptotica della
proteina P53 favorendone il legame con i siti promotori dei geni BAX e PIG-
3. Altra funzione del gene p53 € il controllo della stabilita del Genoma
cellulare, la cui intensa mutabilita e il risultato delle pressioni evolutive delle
variazioni ambientali ( ricordare quanto ho scritto nel Sesto Capitolo circa il
rapporto tra Genoma ed Esposoma ). D’altra parte le funzioni della proteina
P53 sono controllate da numerosi fattori che, interagendo con essa, ne
modulano la sua attivita trascrizionale. Tra i fattori che potenziano I'attivita
trasccrizionale il ruolo preminente & svolto dal prodotto di un gene ( ING- 1)
che & localizzato nella regione cromosomica 13q34, la proteina p33 ing 1, che
coopera con la proteina P53 nel controllo della crescita cellulare e nella
induzione dell’apoptosi e che promuove probabilmente la sua traslocazione
nel nucleo della cellula.

Esistono poi meccanismi di inibizione della proteina P53, tra cui la proteina
90 che promuove la degenerazione della proteina P53. D’altra parte
esistono altri meccanismi quali il mascheramento dei principali segnali della
proteina p53 per avere accesso al nucleo cellulare. Tale meccanismo e

definito sequestro citoplasmatico.
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A questo punto & bene fare qualche esempio concreto del coinvolgimento
del gene P53 nella oncogenesi di alcune neoplasie. Si ritiene comunque che
nel 40 % dei tumori umani sussiste mutazione del gene P53. Mutazione del
gene p53 che si rinviene anche nell’80 % di alcuni sottotipi istologici. Nelle
persone affette da sindrome di li-Fraumeni ( malattia di carattere familiare
caratterizzata dalla frequente e precoce comparsa di numerose e distinte
neoplasie — di solito quattro tumori e talora di pil ancora - ) sussistono
mutazioni germinali a carico del gene P53. La probabilita che queste persone
abbiano un tumore e del 50 % nei primi 30 anni di vita e sale al 90 % all’eta
di 65 anni. Si e poi scoperto che la proteina p73, strutturalmente omologa
alla proteina p53, e come questa, anche soggetta al controllo della proteina
p90 mdm2 € in grado di arrestare il ciclo cellulare nella fase Gz, inducendo la
sintesi della proteina p21cip1, € quindi a promuovere |'apoptosi. Nonostante
I’analogia tra la proteina p53 e la proteina p73, le due proteine assolvono
compiti differenti nel mantenimento dell’'omeostasi cellulare. E
I’espressione della proteina p73 non e frequente come |'espressione della
proteina p53. Si e supposto che la mutazione del gene P73  possa
intervenire nella insorgenza del neuroblastoma.

Un ulteriore esempio di gene oncosoppressore e quello del gene Rb di cui si
e abbastanza scritto nel Sesto Capitolo a proposito del retinoblastoma. Si
insiste sul fatto che chi legge acquisisca a memoria il modello del retino
blastoma che fornisce una spiegazione plausibile tra concorso tra mutazione
genetica e mutazione sopravvenuta ( ambientale ). A conferma dell’assunto
che il tumore nasce da un incontro tra cause endogene, genetiche, del

Genoma e cause ambientali ed esterne al corpo umano ( esposoma ).

e) Mutazioni genetiche, cromosomiche e patogenesi delle neoplasie

umane (Xeroderma pigmentoso, sindrome di Down).
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L’analisi citogenetica di cellule neoplastiche umane ha messo in evidenza che
in piu del 90% dei tumori esistono alterazioni citogenetiche di tipo cellulare.
Al riguardo la scoperta del cromosoma Philadelphia nelle cellule tumorali di
pazienti con leucemia mieloide cronica, e successive ricerche inerenti il fatto
che la maggior parte delle neoplasie ematopoietiche comporta alterazioni
cromosomiche specifiche suggeriscono che tali alterazioni sono coinvolte
nella patogenesi dei tumori umani.

Nelle persone con familiarita di xeroderma pigmentoso esisterebbe
un’elevata incidenza di mutazioni . Questo argomento & stato piu
compiutamente trattato nel precedente Sesto Capitolo. Qui se ne fa breve

cenno come pro — memoria dei complessi fenomeni di oncogenesi.

f) Fattori di crescita:

Nell’evoluzione di un processo neoplastico sono stati di recente studiati i
fattori di crescita. Questi possono essere definiti come polipeptidi che
stimolano la proliferazione delle cellule mediante legami con recettori di
membrana altamente specifici e modulano la differenziazione cellulare. |
fattori di crescita differiscono dai polipeptidi ormonali come l'insulina e i
corticosteroidi.

Essi non agiscono attraverso un meccanismo endocrino ma si diffondono at-
traverso lo spazio intercellulare ed agiscono localmente.

Il plasma contiene pochi fattori di crescita.

| fattori di crescita sono inoltre presenti in vari tessuti embrionali e
dell’adulto ed hanno specificita differenti per i diversi tipi di cellule.
Riconoscono un meccanismo di produzione autocrino e paracrino.

Alcuni fattori, quali quelli del sistema emopoietico (per esempio: Inter-
leuchina-2, calony-stimulating factor o CSF) stimolano solo un tipo di cellule

o pochi tipi di cellule, mentre altri fattori (per esempio: somatomedina C,
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epiderma growth factor o EGF) stimolano un’ampia varieta di cellule
epiteliali e mesenchimali.

Per la massima stimolazione di tipi cellulari specifici e richiesta la presenza di
piu fattori di crescita che agiscano in punti differenti del ciclo cellulare. Essi
promuovono il passaggio della cellula dalla fase GO alla fase G1.

Il loro meccanismo di azione sulla proliferazione cellulare e descritto alla
lettera n) del presente capitolo. Si riportano i piu importanti fattori di

crescita oggi conosciuti.

FAMIGLIA NGF (Nerve Growth Factor): L'NGF promuove la differenziazione
di neuroni sensoriali del sistema nervoso centrale, di neuroni gangliari del
sistema nervoso simpatico e di linee cellulari derivate da tumori della cresta
neurale; stimola anche [Iattivita proliferativa dei fibroblasti. L'NGF
rappresenta il prototipo di una famiglia di fattori di crescita neurotrofici
(neurotrofine), cui appartengono il BDNF (Brain Derived Neurotrophic
Factor) e lo NT3 (Neurotrophin 3). Il recettore cellulare per le neurotrofine &

codificato dal proto-oncogene trk.

FAMIGLIA EGF (Epidermal Growth Factor): L'EGF propriamente detto svolge
un ruolo importante nella regolazione della crescita e del differenziamento
delle cellule dell’epidermide e le alterazioni della sua espressione non
sembrano giuocare un ruolo significativo nel processo di trasformazione
neoplastica in vivo; tuttavia I'apporto esogeno di EGF nel mezzo di coltura &
in grado di indurre la trasformazione di fibroblasti NIH 3T3 transfettati con
I'EGFr. Un altro fattore di crescita della famiglia EGF e il TGF alfa che
partecipa, anche con maggiore attivita dell’lEGF, ai processi rigenerativi del
tessuto epiteliale; viene secreto ad elevati livelli in cellule trasformate da

virus oncogeni o da cancerogeni chimici ed in cellule transfettate con proto-
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oncogeni attivati da mutazioni. Un altro fattore di crescita & I’AR che in vitro
e in grado di inibire la crescita di molti tipi di cellule tumorali e di stimolare la
crescita di fibroblasti e cheratinociti. Trascritti di AR sono stati messi in
evidenza nella placenta, in tessuti ovarici e mammari ed in carcinomi di vario
istotipo. Il recettore per I'EGF (EGFr) e codificato dal proto-oncogéne c-erb B-
| ed i prodotti proteici dei proto-oncogéeni c-erb B-2, c-erb B-3 e c-erb B-4
sono recettori a struttura monomerica. Al riguardo sia erbB-I/EGFr che erbB-
2 sono amplificati o sovraespressi in diverse neoplasie maligne epiteliali o di
origine neuroectodermica e sembrano contribuire alla progressione ed

all’aggressivita biologica del tumore.

FAMIGLIA PDGF (Plateled Derived Growth Factor): || PDGF e sintetizzato dalle
piastrine. E un potente mitogeno per le cellule di origine mesenchimale,
quali fibroblasti, fibre muscolari lisce, cellule gliali. L'elevata espressione in
vivo di PDGF e del suo recettore in sarcomi e neoplasie di origine gliale e
indicativa della esistenza di circuiti autocrini basati su questo fattore di

crescita in una importante classe di tumori umani.

FAMIGLIA CSF (Calony-Stimulating Factors): Sono presenti in concentrazioni
biologicamente significative nel sangue; alcuni agiscono come ormoni
(eritropoietina) mentre altri agiscono localmente a livello del midollo osseo
sia come fattori solubili che come proteine di membrana. Determinano la
proliferazione e la differenziazione delle cellule emopoietiche. Lo M-CSF
(Macrophage CSF) e prodotto dai fibroblasti, macrofagi e cellule endoteliali
ed insiste sul recettore codificato dal proto-oncogene c-fms, il quale in
seguito ad alterazione strutturale o transduzione retrovirale € implicato nella
patogenesi di neoplasie mesenchimali. Lo Steel Factor, sintetizzato dalle

cellule stromali del midollo osseo, agisce su diverse linee emopoietiche, fra
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cui la linea eritroide e le cellule staminali pluripotenti. Lo Steel Factor insiste
sul recettore codificato dal proto-oncogene c-kit, implicato nella patogenesi

di neoplasie mesenchimali.

VEGF/VPF (Fattore di crescita per l'endotelio vascolare o fattore di
permeabilita vascolare): e stata osservata la sua produzione da parte di
diversi tipi di neoplasie. Favorisce 'angiogenesi tumorale per la progressione
della neoplasia. Il suo recettore e stato rilevato nelle cellule endoteliali dello

stroma tumorale.

FAMIGLIA FGF (Fibroblast Growth Factors): Si tratta dei cosiddetti fattori di
crescita per fibroblasti. Sono rappresentati da un gruppo di proteine
strutturalmente correlate che includono gli FGF basico (bFGF) e acido (aFGF),
i prodotti proteici dei proto-oncogeéni int-2 e hst/KS, lo FGF-5, lo FGF-6, il
fattore di crescita per i cheratinociti (KGF, Keratinocyte Growth Factor) ed un
fattore indotto da androgeni, isolato da una linea cellulare di carcinoma
mammario testosterone dipendente (AIGF, Androgen-Induced Growth
Factor). In linea generale, gli FGF potrebbero avere un ruolo importante nella
progressione tumorale, sia agendo direttamente, come mitogeni, che
indirettamente come promotori di neo-angiogenesi (Il bFGF € ampiamente
distribuito nei tessuti ed € un potente mitogeno per svariati tipi cellulari,
guali elementi endoteliali, fibroblasti ed altre cellule di derivazione
mesenchimale, neuroectodermica ed epiteliale).

Il proto-oncogene int-2 (il cui prodotto € un fattore di crescita FGF),
fisiologicamente espresso nelle prime fasi dello sviluppo embrionario, non
pare essere significativamente espresso in tessuti adulti, mentre risulta
geneticamente amplificato e/o sovraespresso nel 15 - 20 per cento dei

tumori mammari e in quote variabili di carcinomi di origine diversa. Il proto-
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oncogéne hst/KS, inizialmente identificato in carcinomi gastrici e nel sarcoma
di Kaposi, € un potente mitogeno per fibroblasti e cellule endoteliali. In
tumori della mammella, in melanomi e in alcuni tumori renali ed esofagei si e
potuta dimostrare co-amplificazione e/o co-espressione di int-2 ed hst/KS.
L’AIGF e in grado di sostenere con meccanismo autocrino la crescita della
linea cellulare di carcinoma mammario da cui e stato isolato. | recettori dei
FGF sono relativamente simili ai recettori di PDG (Plateled Derived Growth
Factor) ed ai prodotti di c-fims e c-kit (recettori codificati dai geni per i

recettori dei Calony-Stimulating Factors).

HEPATOCYTE GROWTH FACTOR (HGF): E il fattore di crescita epatocellulare, i
cui livelli ematici aumentano drammaticamente in seguito a lesioni epatiche
acute, fatto che indica che 'HGF ha un ruolo dl rilievo nella rigenerazione
epatica. Si lega ad uno specifico recettore codificato dal proto-oncogene

met.

FAMIGLIA DELL INSULINA (Insulin-like Growth Factors): Si tratta di fattori di
crescita insulino-simili. Vi fanno parte IGF-I, IGF-1l e la relaxina. Insulina, IGF-I
ed IGF-II esplicano sia azioni sul metabolismo che importanti funzioni sulla
crescita e sullo sviluppo. La relaxina esplica azioni correlate alla gravidanza
(sopprime la contrazione uterina in gestazione e rilassa i tessuti connettivi
pelvici durante il parto). Sotto il profilo oncologico, i fattori di crescita della
famiglia dellinsulina giocano un ruolo importante come fattori di
progressione nella proliferazione tumorale. Recentemente si € dimostrato
che IGF-I esogeno aggiunto nel mezzo di coltura, o concentrazioni elevate di
insulina, possono avere attivita trasformante su fibroblasti NIH/3T3 che

sovraesprimono lo specifico recettore.
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Liperproduzione di fattori di crescita insulinosimili in neoplasie puo anche
causare importanti sindromi ipoglicemiche paraneoplastiche. Oltre che nelle
neoplasie delle cellule beta del pancreas, sindromi ipoglicemiche associate
ad iperproduzione di questi fattori di crescita sono state documentate in
tumori mesenchimali, epatici, surrenali e, in minor misura, in neoplasie
gastrointestinali ed emopoietiche. La trasformazione con virus di Epstein-
Barr da luogo ad espressione di recettori per linsulina in linfociti B che

normalmente non li esprimono.

g) Scoperta di retrovirus patogeni nell’'uomo associati a neoplasie umane
(leucemia a cellule T, sarcoma di Kaposi) e a condizioni di deficit immu-
nologico (HIV e deficit immunologici congeniti).

Rapporto causale tra alcuni virus RNA e determinate neoplasie umane:

In questi ultimi anni nel campo dell’'oncogenesi hanno assunto una grande
importanza i retrovirus .

Nel 1980 in Giappone e nei Caraibi venne identificato il retrovirus C associato
alla leucemia a cellule T dell’adulto. Il predetto virus venne anche
identificato nella popolazione negra del sud-est degli USA e fu chiamato
“human T-cell lynphoma/leukemia” (HIV) poiché associato allo sviluppo di
guesta neoplasia.

Il meccanismo patogenetico non e stato chiarito. Infatti molte persone
possono essere infette da HVI ma possono non sviluppare mai il linfoma o la
leucemia a cellule T.

Nel 1982 é stato individuato un altro retrovirus (HTLV-Il) in una linea
cellulare di un paziente con tricoleucemia.

Nel 1983, prima da F.Bane - Linoussi in Francia e poi da R. Gallo in USA, &
stato isolato I'altro virus patogeno nellluomo (HTLV-IIl) ritenuto I'agente

eziologico dell’AIDS. E d’altra parte retrovirus analoghi sono stati in seguito
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isolati da pazienti affetti da AIDS o in situazioni cliniche simili all’AIDS come
pure da individui sani ma ad alto rischio di contrarre AIDS.

| virus dell’AIDS sono chiamati “human himmunodeficiency virus” (HIV) e
sono stati distinti per aspetti morfologici e proprieta biologiche e molecolari
dal virus HTLV-I.

L’associazione tra AIDS ed alcuni tumori (sarcoma di Kaposi e linfoma a
grandi cellule) evidenzia anche quanta parte abbia il sistema immunitario nel
proteggere gli organismi viventi dall'insorgenza e dall’evoluzione di
neoplasie.

Esistono malattie congenite con deficit immunologici (aplasia timica o
malattia di De George, atassia teleangectasia o malattia di Louis-Barr,
malattia di Wiskott-Aldrich) in cui si ha una piu elevata incidenza di neoplasie

per la depressione dei T-linfociti.

h) Rapporto causale tra alcuni virus DNA e determinate neoplasie umane:
Per quanto riguarda invece gli altri studi di oncologia virale appare utile
ricordare le recenti acquisizioni riguardanti i virus DNA; tra questi i virus di
Epstein Barr (membro del gruppo dell’Erpex ed agente eziologico della
mononucleosi infettiva) &€ quasi certamente coinvolto nella eziologia del
linfoma di Burkitt e del carcinoma indifferenziato del rinofaringe. Il virus
dell’Erpex simplex di tipo 2 & probabilmente associato al carcinoma della
cervice uterina.

| virus HBV e HCV rappresentano gli agenti causali del carcinoma
epatocellulare rispettivamente da HBV e da HCV.

Moltissimi virus poi del papilloma umano sono fortemente individuati quali
agenti iniziatori del processo che porta allo sviluppo dei carcinomi del tratto

genitale, della laringe e della cute .

25



i) Ampliamento dei concetti inerenti cellule staminali, cellule tumorali
clonogeniche ed eterogeneita delle popolazioni neoplastiche: una serie di
studi molto recenti ha consentito di concludere che le neoplasie possono
oggi essere considerate quali sistemi a cellule staminali in cui la quota
minore  delle cellule possiede la  capacita proliferativa a
mantenere il tumore (crescita), la metastatizzazione, la recidivita (dopo
chemioterapia) mentre la quota piu numerosa mostra aspetti di differen-
ziazione ed ha un potenziale proliferativo limitato (8).In particolare si
definiscono “staminali” le cellule che possiedono la caratteristica di iniziare e
mantenere le gerarchie clonali, distinguendosi nella capacita di
autorinnovarsi.

E’ possibile che la proliferazione delle cellule staminali normali sia regolata
da un bilancio tra proliferazione endogena e fattori che inducono la
differenziazione cellulare. Le neoplasie, invece, rappresenterebbero un
sistema piu complesso di perdita della regolazione sia per quanto riguarda I’
entrata nel ciclo cellulare sia per la proliferazione delle cellule staminali.

Questo argomento e stato piu dettagliatamente trattato nel Sesto Capitolo.
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| risultato & costituito da popolazioni neoplastiche eterogenee con gradi di
differenziazione. D’ altra parte nella “progressione tumorale” si determinano
notevoli alterazioni morfologiche.

In epoca molto recente sono stati compiuti numerosi tentativi per definire le
proprieta specifiche delle cellule metastatiche e dell’lambiente circostante in
cui tali cellule sopravvivono. Soprattutto nei tumori sperimentali & stata
esplorata l'importanza di vari fattori: gli enzimi proteolitici, il fattore
tumorale angiogenico, la capacita agglutinante delle piastrine, le molecole di
membrana (la lamina, la fibronectina, i piu importanti prodotti genici del
complesso di istocompatibilita)..

Numerosi elementi di tipo biochimico, citogenico, immunologico e moleco-
lare, sono oggi disponibili ed indicano che la maggior parte delle neoplasie
origina da una singola cellula “alterata” la cui progenie si espande come
clone neoplastico.

Gli eventi biologici e clinici della progressione tumorale rappresentano il
risultato di una selezione sequenziale di varie sottopopolazioni esistenti
all’interno del clone. L'evoluzione clonale e probabilmente la conseguenza di
un’aumentata instabilita genetica che avviene all'interno della popolazione
neoplastica; questo fenomeno aumenta la probabilita di ulteriori alterazioni
genetiche e quindi la successiva selezione di sottopopolazioni cellulari.

In definitiva quindi sia la composizione del tumore primitivo sia quella delle
sue metastasi € altamente eterogenea; in particolare le metastasi non
risultererebbero da una sopravvivenza causale di cellule tumorali che si
staccano dalla neoplasia primaria, ma da una crescita selettiva delle cellule
maligne “specializzate”, che preesistono nel tumore primitivo.

i) Ruolo fondamentale delle radiazioni ionizzanti nella insorgenza delle

neoplasie per alterazioni cromosomiche indotte.
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E’ ampiamente riconosciuto che le radiazioni ionizzanti possono provocare
I'insorgenza di neoplasie attraverso I'induzione di mutazioni cellulari.

Le radiazioni ionizzanti determinano infatti alterazioni delle basi nucleiche,
rottura semplice e doppia delle catene. L'argomento verra piu

dettagliatamente trattato in uno specifico capitolo.

m) Sorveglianza immunitaria:

Oggigiorno non e possibile affrontare I’ argomento della oncogenesi senza
definire il rapporto intercorrente tra manifestazione neoplastica e sistema
immunitario. Infatti occorre tenere presente che i tumori maligni
rappresentano nella loro superficie antigeni specifici o quantomeno assenti
dal tessuto normale di medesima provenienza ed allo stesso stadio di
differenziazione. Questi antigeni provocano delle reazioni immunitarie
umorali e cellulari analoghe a quelle descritte nei confronti degli
allotrapianti. L'argomento & gia stato trattato piu compiutamente nel

precedente Sesto Capitolo.

n) Studio sulle “catene di attivazione” e sulle “catene di inibizione” della
proliferazione cellulare.

Nello stato normale una cellula passa ciclicamente dalla fase di riposo a
quella di duplicazione, per I'azione di molti geni che rispondono a segnali
ricevuti dall’esterno della cellula. La cellula entra nello stato di duplicazione,
guando ce n’e bisogno, in relazione alle necessita dell’intero organismo: la
transizione e determinata dall’interazione con molecole esterne alla cellula -
i fattori di accrescimento, che interagiscono con molecole presenti sulla
superficie delle cellule, i recettori. Ogni fattore agisce attraverso un suo

recettore specifico. | recettori sono molecole proteiche complesse, ciascuna
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determinata nella sua forma e struttura da un gene specifico e situate a
cavallo della membrana che delimita la cellula.

Una parte della molecola di un recettore si trova al di fuori della cellula, dove
puo interagire con il rispettivo fattore e una parte € all'interno della cellula,
nel suo citoplasma, dove interagisce con altre proteine, le due parti sono
connesse da una terza, che & contenuta nello spessore della membrana.

Il contatto del fattore con il recettore modifica la struttura della parte
esterna del recettore, che a sua volta causa una modificazione di struttura
nelle altre due parti.

La modificazione della parte interna, citoplasmatica, del recettore (risultante
dalla interazione con il fattore esterno) ne cambia alquanto le proprieta. Uno
dei cambiamenti che avviene in molti recettori dopo la connessione con il
fattore di crescita € lo sviluppo di un’attivita enzimatica in grado di
aggiungere un gruppo fosfato ad una seconda proteina adiacente presente
nel citoplasma della cellula.

Questa azione enzimatica € nota come attivita chinasica. A sua volta il
fosfato ora presente alla superficie della seconda proteina offre un punto di
attacco con cui essa puo legarsi ad una terza proteina; ne risulta di nuovo un
cambiamento di struttura in quest’ultima, che diviene in grado di interagire
con una quarta proteina, e cosi via. Si ha cosi una serie di modificazioni
successive in una catena di proteine che trasmette il segnale di attivazione
dall’esterno della cellula fino ai geni. Ne risulta una modificazione di attivita
di un gruppo di geni, le cui proteine innescano molti processi entro la cellula,
causando la duplicazione del DNA e poi la duplicazione della cellula stessa.
Queste catene di proteine, di cui esistono molti tipi in cellule diverse e anche
nella stessa cellula (per rispondere a fattori di crescita di vario tipo) sono le
“catene di attivazione”. A contrapporsi esistono le “catene di inibizione”.

Tutte le attivita della “catena di attivazione” infatti, vengono terminate
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dall’intervento di altri meccanismi, quali il distacco del fattore di crescita dal
recettore, la rimozione del fosfato inizialmente inserito e cosi via.

La cellula ritorna cosi allo stato di riposo in cui era prima del contatto con il
fattore di crescita. Questi cambiamenti sono anch’essi sotto uno stretto
controllo che fa parte del ciclo cellulare. Esso risulta dall’azione di catene
proteiche di altro tipo, cioé “catene di inibizione”. L'interazione tra le catene
dei due tipi determina l'alternarsi della cellula tra fasi di riposo e fasi di
moltiplicazione, cioe il ciclo cellulare. Entrambe le catene sono sotto
controllo genico. Eventuali mutazioni potrebbero esaltare le “catene di
attivazione” e/o deprimere le catene di inibizione” causando una

proliferazione cellulare incontrollata.

o) Fenomeni di angiogenesi nella progressione tumorale.

Un ricercatore statunitense FOLKMAN J. gia nel 1976 ha incominciato a
studiare i fenomeni di vascolarizzazione che accompagnano la progressione
tumorale.

Si e visto che sotto I'azione di fattori angiogenetici le cellule endoteliali
rilasciano una proteasi che degrada la membrana basale di capillari
preesistenti; le cellule endoteliali iniziano cosi una migrazione
(“chemiotassi”) verso la fonte del fattore angiogenico, ove si moltiplicano e si

dispongono a formare un nuovo vaso.

TABELLA

CATENE DI ATTIVAZIONE E CATENE DI INIBIZIONE DELLA PROLIFERAZIONE
CELLULARE.

Sono entrambe sotto controllo genico.
85



Le catene di attivazione della proliferazione cellulare sono costituite da
sequenze di modificazioni strutturali delle proteine cellulari determinate
da segnali provenienti da “fattori di crescita” che interagiscono con i
recettori cellulari. Vengono pertanto trasmessi segnali ai geni che

codificano per la duplicazione del DNA e per la duplicazione cellulare.

Le catene di inibizione della proliferazione cellulare determinano il
distacco del “fattore crescita” dal recettore cellulare ed interrompono la

catena di attivazione della proliferazione cellulare.

L'interazione tra i due tipi di catene determina l'alternarsi delle fasi di

riposo e di moltiplicazione delle cellule.

Eventuali mutazioni dei geni che regolano le attivita delle due catene
possono esaltare le catene di attivazione e/o deprimere le catene di

inibizione causando una proliferazione cellulare incontrollata.

La vascolarizzazione facilita la proliferazione cellulare. In mancanza di questa
vascolarizzazione il tumore non sarebbe in grado di accrescersi. Mediante la
utilizzazione di sostanze anti-angiogeniche (l'angiostatina, che & un
frammento di proteina e precisamente il plasminogeno e I'endostatina che e
una sostanza prodotta da cellule del tumore emangioendotelioma) Folkman
J. nel 1998 ha annunciato di avere ottenuto una completa regressione di
tumori sperimentali nei topi utilizzando entrambi questi fattori anti-
angiogenici. Si trattava di carcinomi del polmone, di sarcomi e melanomi.

Occorre sottolineare pero che: 1) si trattava di tumori sperimentalmente
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indotti; 2) che, data anche la differente massa corporea umana rispetto al

topo, tali sperimentazioni non sono estrapolabili sic et simpliciter all’'uomo.

p) Modificazioni delle giunzioni intercellulari e della matrice intercellulare.
Sono ormai note alcune delle modificazioni funzionali presenti nelle cellule
maligne di carcinomi.

Parecchie di esse colpiscono la superficie cellulare, specialmente i vari tipi di
molecole di adesione che permettono alla cellula di avere, in condizioni
normali, uno stretto contatto con altre cellule dello stesso tessuto. Le
alterazioni di queste molecole sono fondamentali per la progressione
tumorale.

Due tipi di molecole sono specialmente importanti per mantenere le
connessioni: le E-caderine e le connessine.

Le E-caderine sono molecole extracellulari, ancorate all’esterno della
membrana cellulare, che hanno lo scopo di mantenere connessioni tra
cellule dello stesso tipo tramite ioni calcio. Sono fondamentali per
mantenere lintegrita degli epiteli e per la loro connessione con il
citoscheletro.

L'espressione di E-caderina e perduta nella maggior parte dei tumori
epiteliali (carcinomi) quando le cellule hanno acquistato il potere di infiltrare
i tessuti sani.

Le connessine fanno parte delle strutture note come gap junctions o
giunzioni intervallate, che contribuiscono a tenere insieme le cellule degli
epiteli. Anche le connessine sono generalmente assenti nei carcinomi. Un

terzo tipo di proteine di superficie & rappresentato dalle integrine che
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TABELLA

FENOMENI CORRELATI ALLA PROGRESSIONE DELLE NEOPLASIE

- PERDITA DELLA ESPRESSIONE DI E-CADERINA (SOTTO CONTROLLO
GENICO): SI TRATTA DI UNA MOLECOLA EXTRACELLULARE CHE
MANTIENE CONNESSIONI TRA LE
CELLULE EPITELIALI TRAMITE IONI CALCIO.

- PERDITA DELLA ESPRESSIONE DELLE CONNESSINE (SOTTO CONTROLLO
GENICO): SONO MOLECOLE CHE FANNO PARTE DELLE GAP JUNCTIONS (O
GIUNZIONI INTERVALLATE) CHE CONTRIBUISCONO A TENERE INSIEME LE
CELLLLE EPITELIALI.

- PERDITA DI ESPRESSIONE DELLE INTEGRINE (SOTTO CONTROLLO
GENICO): SI TRATTA DI RECETTORI PER LE MOLECOLE EXTRACELLULARI
CHE TENGONO UNITI GLI EPITELI ALLA MATRICE EXTRACELLULARE.

- MUTAZIONI A LIVELLO DEI GENI CHE CODIFICANO PER LE E-CADERINE, LE
CONNESSINE E LE INTEGRINE, CAUSANDO UNA PERDITA DELLA
ESPRESSIONE DI QUESTE MOLECOLE POSSONO DETERMINARE UNA PIU’
RAPIDA METASTATIZZAZIONE E PROGRESSIONE TUMORALE.

- SINTESI DEI “FATTORI MOTOGENICI” CHE FACILITANO LA MIGRAZIONE
DELLE CELLULE NELLA MATRICE EXTRACELLULARE. AD ESEMPIO LO
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“SCATTER FACTOR” STIMOLA LA DISSOCIAZIONE DEI FOGLIETTI
EPITELIALI E QUINDI LA MIGRAZIONE DELLE CELLULE. IL SUO RECETTORE
CELLULARE E UN PROTO-ONCOGENE (MET). LO “SCATTER FACTOR” E
PRODOTTO DAI FIBROBLASTI.

ATTIVAZIONE DI FENOMENI DI ANGIOGENESI. E STATA ACCERTATA
L’ESISTENZA AD ESEMPIO DI UN FATTORE DI CRESCITA PER L'ENDOTELIO
VASCOLARE (O FATTORE DI PERMEABILITA VASCOLARE — VEGF/VPF).
INTERAGISCE CON | RECETTORI DELLE CELLLIE ENDOTELIALI DEI VASI
SANGUIGNI.

SIA QUESTO FATTORE DI CRESCITA SIA IL SUO RECETTORE SONO SOTTO
CONTROLLO GENICO. L’ATTIVAZIONE DELLA SUA CATENA DI
ATTIVAZIONE E/O LA DEPRESSIONE DELLA SUA CATENA DI INIBIZIONE
DETERMINANO UNA MAGGIORE VASCOLARIZZAZIONE ED UNA
MAGGIORE CRESCITA DEL TUMORE CON POSSIBILITA DI MAGGIORE
RAPIDITA DI METASTASI.
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sono recettori per molecole extracellulari, costituenti la matrice extracellula-
re. Ci sono molti tipi di integrine con funzioni diverse.

Anomalie dell’espressione di certe integrine sono presenti in molti carcinomi
e sono connesse con la loro malignita e le proprieta di formare metastasi.

Le E-caderine, le connessine e le integrine sono sotto controllo genico.
Mutazioni iniziali possono determinare una piu precoce metastatizzazione.
D’altronde nella selezione clonale del tumore si determinano ulteriori
mutazioni delle cellule neoplastiche che possono spiegare le alterazioni della
sintesi di queste proteine giunzionali nella progressione metastatica del
tumore.

La migrazione nella matrice extracellulare da parte delle cellule neoplastiche
e determinata da molecole diffusibili capaci di stimolare la motilita cellulare
e di orientarla in direzioni precise. Sono detti “fattori motogenici”. Un
esempio e rappresentato dallo Scatter Factor, una molecola secreta dai
fibroblasti stromali che stimola la dissociazione di foglietti epiteliali e quindi
I'invasione delle cellule isolate orientandone la migrazione secondo il proprio
gradiente di concentrazione.

Il gene che codifica per il recettore dello Scatter Factor € un proto-oncogéne
(MET). Della angiogenesi tumorale si € gia parlato al paragrafo o).

Qui si vuole aggiungere che recenti studi sperimentali indicano la esistenza di
un fattore di crescita per I'endotelio vascolare (o fattore di permeabilita
vascolare (VEGF/VPF) uno dei principali mediatori della angiogenesi
tumorale la cui produzione e stata osservata da parte di diversi tipi di
neoplasie maligne. Il suo recettore (proteina transmembrana dotata di
attivita tirosina-cinasica) e stato rilevato nelle cellule endoteliali dello stroma

tumorale (vedi la tabella)
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q) Meccanismi di riparazione del DNA. Questi sono gia stati trattati nel Sesto

Capitolo. Desidero qui riassumerli in sintesi

I DNA cromosomico € continuamente sottoposto a mutazioni dovute a

processi di disorganizzazione spontanea e di inattivazione localizzata, nonché

al danno provocato da agenti chimici diversi e da radiazioni ionizzanti.

Sistemi enzimatici specifici (anche essi sotto controllo genico) attuano un

continuo meccanismo riparativo.

E cosi abbiamo i seguenti meccanismi di riparazione:

1) NER (Riparo per escissione di nucleotidi) e cioé Nucleotide excision repair:

2)

il sistema & costituito da vari enzimi che sono in grado di riconoscere il
danno al DNA e, successivamente di eliminare la porzione dell’elica del
DNA contenente il danno. La porzione di DNA eliminata viene in seguito
risintetizzata. E alterato nello xeroderma-pigmentoso caratterizzato da
frequenza di tumori della cute, da raggi ultravioletti.

BER (Riparo per rimozioni di basi) e cioé Base excisior repair: il sistema
opera sulla base di enzimi molto specifici che possono staccare una base

alterata ed eventualmente sostituirla con un’altra di nuova sintesi.

3) MISMATCH REPAIR: questo meccanismo € in grado di riparare alterazioni

che si verificano nel DNA durante la replicazione. Il tipo di danno riguarda
in questo caso, un incorretto appaiamento di basi (ad esempio: A=T->A
= C errore replicativo). Nella E. coli (dove il fenomeno é stato studiato) e
possibile per il sistema riparativo, individuare il filamento da riparare in
guanto esistono nel filamento parentale (quello di origine) specifiche
adenine: che sono state metilate subito dopo la replicazione da una
metilasi.

La correzione dell’errore avviene, in questo sistema, a livello del
filamento non metilato (e quindi di neosintesi). Recentemente e stata

prospettata una relazione fra alterazioni nel mismatch repair e certi tipi
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di tumore nell'uomo: cancro del colon retto non associato a poliposi
ereditaria (HNPCC).

4) Riparo post-replicazionale (o riparo per ricombinazione): questo
meccanismo e in grado di agire nel DNA in cui il filamento figlio abbia
replicato nonostante sul filamento parentale (di provenienza) siano
ancora presenti delle lesioni. Interviene anche nelle lesioni indotte da
raggi ultravioletti, cioe dei dimeri delle pirimidine.

5) Sistema SOS: Nell’E. coli gli enzimi di riparo del NER e del sistema post-
replicativo sono inibiti dalla proteina Lex-A. Allorché lesioni del DNA
batterico sono incompatibili con la vita, la proteina Lex-A viene distrutta
e vengono sintetizzati gli enzimi di riparazione.

Vi sono malattie caratterizzate da elevata instabilita cromosomica:

xeroderma pigmentoso, atassia-teleangectasia, anemia di Fanconi, sindrome

di Bloom. Quindi si ha maggiore frequenza di mutazioni e insorgenza di

neoplasie e verosimilmente maggiore vulnerabilita da parte di agenti

cancerogeni chimici o fisici.

Nello xeroderma pigmentoso oltretutto si hanno alterazioni del sistema NER

(Meccanismo di riparo per escissione di nucleotidi) e si ha una elevata

suscettibilita ai raggi ultravioletti con aumentata incidenza di tumori della

cute anche nell’infanzia. Vedere quanto gia scritto nel Sesto Capitolo.

r) La conoscenza del ciclo mitotico cellulare ed il suo rapporto con lo sviluppo

delle neoplasie.

Per ciclo mitotico si intende la seriazione regolare delle fasi caratteristiche
della moltiplicazione cellulare delle quali la fase morfologicamente visiva
(fase M o della mitosi) € usualmente la piu breve. Considerando un tessuto

labile a rapida proliferazione, come ad esempio la mucosa intestinale, e
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possibile studiare la dinamica del ciclo cellulare iniettando timidina marcata
con trizio e seguendo autoradiograficamente |'evoluzione della radioattivita
incorporata nel DNA del nucleo.

Dopo pochi minuti dalla iniezione stessa, si osservano gia numerose cellule
marcate, ma nessuna di tali cellule & in mitosi: questo vuol dire che tra la
fase nella quale viene assunta la timidina (che chiamiamo fase sintetica o
fase “S” durante la quale si replica il DNA) e la fase mitotica in senso
morfologico (la fase “M”, durante la quale si ha I'assestamento e la
ripartizione dei cromosomi nelle cellule figlie, nonché la vera e propria
divisione cellulare) esiste un intervallo definito, durante il quale la cellula ha
gia compiuto la sintesi del DNA, ma non ha ancora iniziato la vera e propria
divisione cellulare.

E’ possibile studiare la durata delle varie fasi osservando gradualmente nel
tempo, dopo la somministrazione di timidina, la quantita di cellule che sono
sia marcate che in mitosi, come percentuale di tutte le cellule che sono in
mitosi .

Con questa ed altre tecniche, il ciclo cellulare e stato diviso nelle seguenti
fasi:

a) Fase G1: e la prima fase del ciclo cellulare, in corrispondenza della quale
la cellula riceve il segnale per la futura moltiplicazione. Durante la fase G1
comincia la sintesi di RNA e di proteine collegate al ciclo mitotico. In
particolare in ogni fase vengono sintetizzati RNA e proteine che servono per
funzioni inerenti alla fase seguente. L'intero ciclo puo essere considerato una
sequenza di fasi ognuna innescata dalla fase precedente.

b) Fase S: in essa si attua la sintesi di DNA. Durante questa fase il contenuto
totale del DNA viene raddoppiato, da quello caratteristico della cellula
diploide (proprio di ogni specie e rigidamente fisso) ad un contenuto

corrispondente a quello di cellule tetraploidi.
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Durante la fase S vengono sintetizzati anche RNA e diversi tipi di proteine. La
durata della fase S e abbastanza uniforme, di circa 8 ore. Tuttavia non e
affatto una costante: pud andare dalle 4-5 ore delle cellule dei centri
germinativi della milza fino alle 30 ore delle cellule epidermiche.

c) Fase G2, o post-sintetica: in questa fase la cellula ha smesso di sintetizzare
DNA, ma continua a sintetizzare proteine o RNA. La sua durata va
generalmente da 30 a 90 minuti: ma in qualche caso puo durare anche
parecchie ore o costituire addirittura un analogo della fase GO.

d) Fase M: ¢ la fase mitotica in senso ottico. Va dalla profase alla telofase e
consiste nell’aggregazione e separazione dei cromosomi e nella vera e
propria divisione cellulare che porta alle due cellule figlie. Il contenuto del
DNA viene dimezzato, cioé riportato a livello caratteristico della cellula
diploide.

Durante la fase M tutte le sintesi toccano il minimo: la cellula sintetizza una
guantita estremamente ridotta sia di proteine che di RNA. La durata varia da
30 minuti a 2 ore; nella maggior parte dei casi e di circa un’ora.
Complessivamente il ciclo cellulare si puo raffigurare come un quadrante di
orologio in cui I’area dei vari settori € proporzionale alla durata della fase che
viene rappresentata dal settore ( FIGURA ).

Una considerazione particolare merita la cosiddetta fase G1.

Siintende come fase G1 quella che prepara il materiale per la sintesi del DNA
e quindi per le fasi successive della cellula. All'inizio della fase G1 la cellula
viene comandata ad entrare nel programma mitotico. Tuttavia, eccezione
fatta per le cellule che sono continuamente in ciclo, e quindi hanno un
periodo mitotico complessivo della durata di poche ore (ad esempio tra le 8
e 24 ore), le cellule anche costantemente in proliferazione hanno dei periodi
intercorrenti fra la fase M e la successiva fase S estremamente lunghi

rispetto alla durata media delle singole fasi. Questo vuol dire che le cellule
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non rientrano in G1 subito dopo essere uscite da M. In questo caso esse sono
collocate fuori ciclo per un periodo piu 0 meno lungo. Questo periodo fuori
ciclo e chiamato GO.

L'estrema variabilita del ciclo cellulare nei diversi tessuti e nelle diverse
condizioni e principalmente dovuta alla durata della fase GO.

Negli elementi stabili, GO ha una durata indefinita: in un epatocita quasi tutta
la vita cellulare coincide con la fase GO non chiaramente distinguibile da G1.
Ad esempio nelle cellule epidermiche la durata del ciclo cellulare € me-
diamente di molti giorni, quindi la maggior parte della vita cellulare e
rappresentata da una fase GO che non e compresa nella schematizzazione
della FIGURA. In essa l'uscita della cellula dal ciclo si pud rappresentare come
una freccia eccentrica che parte dalla fine della fase M e colloca quindi la
cellula fuori ciclo.

Nella FIGURA e raffigurato un altro tipo di rappresentazione schematica del
ciclo cellulare in cui si considera la quantita di DNA presente nel nucleo in

ogni fase del ciclo stesso.

FIGURA
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sintesi di DNA

mitosi

Rappresentazione schematica delle varie fasi del ciclo cellulare. L'area & proporzionale alla
durata media delle varie fasi, in un elemento che rientri in mitosi subito dopo la fase M. * Due
cellule vengono prodotte: possono riprendere il ciclo, oppure entrare in Gg.

Da G. Prodi in “Oncologia Generale” Editrice Esculapio, Bologna, 1985.

FIGURA
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Altro tipo di rappresentazione schematica del ciclo cellulare, in cui si considera la quantita
di DNA presente nel nucleo in ogni fase del ciclo stesso.

Da G. Prodi in “Oncologia Generale” Editrice Esculapio, Bologna, 1985.

In oncologia lo studio del ciclo cellulare ha una grande importanza per lo
studio dei chemioterapici in quanto questi agiscono su specifiche fasi del
ciclo cellulare.

Nell’lambito della cinetica della popolazione tumorale si puo costruire uno
schema molto generale di proliferazione neoplastica. In esso saranno poi
introdotte condizioni restrittive, che avvicineranno tale modello astratto alla
reale condizione dei tumori clinicamente osservabili.

Per questo schema si assumono le seguenti condizioni di partenza, alcune
corrispondenti ed altre non corrispondenti alle situazioni di fatto.
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1) Il tumore deriva da una sola cellula , il processo che trasforma la
condizione di “svincolo dal controllo” coinvolge inizialmente una sola cellula.
Si vedra che questa € una condizione effettivamente verificata in molti
tumori i quali sono monoclonali: tutta la popolazione tumorale deriva da un
solo progenitore, e costituisce quindi un clono.

2) L'alterazione € permanente, trasmessa da ogni cellula alle cellule figlie.
Anche questa condizione e corrispondente alla realta: I'alterazione neo-
plastica e sostanzialmente irreversibile.

3) Lo svincolo dal controllo € totale: la cellula non ha piu alcun freno alla sua
dinamica intrinseca, e si comporta come se I'organismo fosse semplicemente
un supporto trofico.

Cio in realta non accade mai, poiché la cellula neoplastica conserva in
qualche misura delle caratteristiche della cellula normale di partenza e
qguindi anche dei rapporti che la legano all’organismo. Tale condizione € vera
solo al limite. In alcuni tumori I"autonomia dal controllo si realizza quasi
completamente (per esempio i tumori trapiantabili degli animali ad altissimo
indice mitotico e a bassissima differenziazione), in altri si realizza in misura
assai limitata.

4) Tutte le cellule proliferano, e nessuna esce dal tumore: nessuna cellula &
sterile, nessuna cellula muore, tutte si dividono. |l tumore cresce
indefinitivamente non perdendo nessuno dei suoi elementi. Anche questa e
una condizione limite: si vedra che vi sono, nei tumori reali, cellule sterili e
cellule che muoiono ed escono quindi dal tumore.

5) Tutta la popolazione rimane omogenea nel tempo, essendo la replica in-
definita della prima cellula trasformata. Anche questa condizione &€ molto
schematica, e lontana dall’essere verificata esattamente in pratica. Come si
vedra, vi & una storia naturale, cioé una evoluzione qualitativa nel tempo

clinicamente assai importante.
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Sotto le condizioni prima viste, la crescita & esponenziale, secondo
I’espansione: 1-->2-->4-->8-->16-->32... La cinetica & quella di una popo-
lazione non ristretta, ad esempio di una coltura batterica a disponibilita
illimitata di nutrienti: il tumore raddoppia (in peso, in numero di cellule, in
DNA, o in qualsiasi altro parametro che serva a misurarlo in periodi uguali).
La velocita di espansione e diversa da tumore a tumore, perché la frequenza
media della mitosi € diversa da caso a caso: ma il tipo generale della curva
che si ottiene e lo stesso, espresso da una equazione logaritmica del tipo
Nt=No e”(KT), dove Nt e il numero delle cellule al momento t e No & il
numero di cellule ad un tempo precedente preso come zero. La costante K
relativa al singolo tumore ed indica la sua velocita di espansione.

Se tale curva e rappresentata con una ascissa normale, nella quale sia
indicato il tempo, ed una ordinata logaritmica (nella quale ad esempio sia
indicato il logaritmico del numero delle cellule), la curva esponenziale e
rappresentata come una retta in cui il coefficiente angolare indica la velocita
di espansione del tumore. Se la curva é ripida (quindi il coefficiente angolare

e alto) il tumore rappresentato si espandera a forte velocita ( FIGURA) .

In questo modello cinetico, il tempo di raddoppiamento TR (cioé il tempo
necessario affinché il tumore raddoppi la propria massa, o il numero delle
sue cellule, o qualsiasi parametro indicativo della sua entita) costituisce una
grandezza molto utile. Il tempo di raddoppiamento, che & breve nei tumori a
rapido sviluppo e puo essere estremamente lungo in tumori lenti, si ricava
ponendo Nt=2No (perché il numero delle cellule dopo TR € doppio rispetto
al tempo preso come inizio). Si ottiene cosi I'equazione 2No=No e*(KTR) da
cui log2=KTR quindi TR=log2/K, K=log2/TR.

Se le condizioni prima viste fossero integralmente rispettate, il periodo di

raddoppiamento coinciderebbe con la durata del ciclo mitotico: cioe tutte le
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cellule si moltiplicherebbero con lo stesso ritmo, e ad ogni moltiplicazione
cellulare tutto il tumore raddoppierebbe. Se le cellule fossero sincronizzate
(il che & ben lontano dall’essere vero), il tumore sarebbe rappresentabile
come una massa in espansione pulsata “a scalini”, ed in corrispondenza ad
ognuno di questi il tumore raddoppierebbe |la propria massa. Cosi non ¢,
perché intervengono le condizioni restrittive prima dette, che saranno in
seguito specificate, per cui I'espansione reale del tumore & generalmente
assai inferiore alla espansione teorica prevista dalla equazione esponenziale .
Si verificano nel tumore le seguenti condizioni di fatto, che modificano il

modello.

a) Andamento gomperziano. La crescita esponenziale pura e propria dei
primi stadi dell’espansione neoplastica. Procedendo il tumore nella sua
crescita, la durata media del ciclo cellulare tende ad aumentare: € come se la
costante K caratteristica di ogni tumore non fosse perfettamente costante
nel tempo, ma tendesse progressivamente a diminuire, sia pure in modo
lento.

L’equazione che ne deriva € appunto una equazione di Gomperz. Le cause di
tale comportamento non sono chiare. Nella fase avanzata entrano situazioni
di saturazione, per cui I'organismo non puo considerarsi come un semplice
supporto, una sorta di grande provetta per la popolazione in espansione: per
qguanto la crescita sia incontrollata, ad un certo punto entrano in gioco fattori
di competizione tra tumore e organismo per i substrati. Probabilmente
entrano anche fattori di autoeliminazione (sostanze elaborate dal tumore
che inibiscono le cellule tumorali stesse, come e stato constatato per tumori

primitivi che inibiscono, sia pure lievemente, la crescita delle loro metastasi).

FIGURA 2.3
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A, andamento esponenziale della proliferazione di un tumore. B, sua rappresentazione logarit-
mica: il coefficiente angolare rappresenta la velocita di crescita. C, andamento esponenziale
di tre diversi tumori, che crescono a tre diverse velocita. .
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Da G. Prodi in “Oncologia Generale” Editrice Esculapio, Bologna, 1985.
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b) Perdita cellulare. Il tumore non trattiene tutte le cellule che produce.
Alcune (in proporzione maggiore o minore nei vari tumori) vanno perdute,
cioe muoiono. In alcuni casi si tratta di un processo differenziato che
rispecchia, sia pure in modo anomalo, quanto succede nei corrispondenti
tessuti normali da cui il tumore deriva: anche nel tessuto neoplastico vi & una
differenziazione che porta a cellule non piu capaci di replicarsi e che ad un
certo punto muoiono. Alcuni tumori dell’intestino hanno un indice mitotico
elevato, ma una crescita relativamente lenta, perché molte cellule subiscono
lo stesso destino della mucosa normale, e vengono esfoliate nel lume
intestinale. In altri casi si tratta di necrosi vera e propria, per insufficiente
vascolarizzazione, o per reazioni immunologiche, o per altro motivo. Se per
ogni fase dello sviluppo neoplastico la perdita cellulare si mantiene
proporzionale alla massa, 'andamento & ancora esponenziale, ma piu lento
rispetto alla curva che si avrebbe in assenza di perdita cellulare. Se invece si
tratta di fenomeni non continuamente proporzionali alla massa del tumore
(ad esempio forti necrosi che intervengono irregolarmente in ampie zone del
tumore, per insufficienza vascolare) I'espansione puo subire deviazioni anche

forti dall’landamento esponenziale o gomperziano.

c) Frazione non proliferante. In molti tumori solo una parte delle cellule,
diversa da caso a caso, e effettivamente proliferante, costituendo una sorta
di linea germinale del tumore. L’altra parte e fuori ciclo, cioé sterile.

Cio puo essere causato dalla deriva differenziativa che, come é stato visto
sopra, si verifica in qualche tumore, fino a portare la popolazione cellulare o
parte di essa ad uno stadio non piu compatibile con la proliferazione, come

avviene nei tessuti labili normali. La sola variante rispetto a questi e che,
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essendo la differenziazione del clone neoplastico realizzata con un numero di
cicli piu alto del normale, la popolazione & in espansione (l'entrata é
superiore all’'uscita): ma le cellule possono raggiungere ugualmente uno
stadio di differenziazione terminale, cioeé di morte.

In questo caso la frazione non proliferante diviene rapidamente “frazione di
perdita cellulare”: le cellule rese sterili prima o poi muoiono e vengono
eliminate, secondo quanto visto al punto precedente.

In altri casi invece si verifica una sorta di alternanza tra cellule in ciclo e
cellule fuori ciclo: alcune cellule che sono in silenzio mitotico rientrano in
proliferazione, e altre che si stanno moltiplicando si pongono in silenzio
mitotico. Se la percentuale delle cellule proliferanti € comunque
proporzionale alla massa in ogni fase dell’espansione, la cinetica sara sempre
di tipo esponenziale, con una espansione minore di quella che sarebbe
prevedibile nel caso che nessuna cellula fosse sterile.

La perdita cellulare e la frazione non proliferante determinano, unitamente
alla frequenza delle mitosi, il periodo di raddoppiamento reale del tumore,
cioe il tempo in cui effettivamente il tumore raddoppia. Questo & misurato
empiricamente. |l tempo di raddoppiamento della maggior parte dei tumori
maligni della clinica & tra uno e due mesi (cifra puramente indicativa) nella

fase iniziale, e tende ad allungarsi a causa dell’landamento gomperziano.

La terapia medica (chimica o radiante) si prefigge di aumentare artifi-
cialmente la percentuale della frazione non proliferante e la percentuale di
perdita cellulare.

La presenza di una frazione fuori ciclo da un lato costituisce una situazione
favorevole, perché diminuisce la velocita della crescita esponenziale, ma

dall’altro € un fattore negativo, perché le cellule in stasi sono meno

104



aggredibili dalla terapia medica e rientrano in ciclo successivamente,
costituendo una sorta di riserva piu resistente.

Le tecniche per determinare la perdita cellulare e la frazione non proliferante
sono abbastanza complesse, e applicabili in pratica solo a tumori
sperimentali. Un metodo seguito e la infusione continua, ad un animale
portatore di tumore, di timidina, con determinazione delle cellule marcate
dopo un lungo periodo. In alcuni tumori, dopo settimane di infusione
continua, solo il 20-30% delle cellule risultano marcate. Cio significa che il 70-
80% delle cellule non si & moltiplicato nel periodo di esperienza, quindi e

stato, in quel periodo, costantemente fuori ciclo.

s) Influenza della vascolarizzazione. Il tumore nelle fasi inizialissime prolifera
seguendo la cinetica esponenziale fino a che 'apporto trofico e assicurato a
tutta la massa neoplastica per diffusione. Subito dopo il tumore tende ad
entrare in fase stazionaria, o ad espandersi molto lentamente nella parte
esterna, che puo essere nutrita per diffusione, mentre la parte interna e
sterile, ed eventualmente si necrotizza via via. A questo punto il tumore
riesce a indurre dai tessuti circostanti adeguate formazioni vascolari,
assicurandosi il nutrimento: percio riprende il suo andamento esponenziale.
Vi & quindi una fase iniziale in cui si ha una deviazione rilevante dalla crescita
esponenziale pure. Alcuni tumori possono fermarsi anche per lungo tempo in
tale stadio, e le cellule che li costituiscono possono rimanere dormienti o
almeno in uno stato stazionario in cui la perdita cellulare bilancia la
produzione di cellule nuove. Questo fatto giustifica i tentativi terapeutici di
interferire sulle capacita angiogenetiche del tumore, inibendo cosi la sua
crescita. La possibilita di una fase stazionaria o semistazionaria nel tumore
iniziale e importante per la diagnosi precoce: il periodo subclinico in cui

I'intervento preventivo e efficace puo essere in alcuni casi assai lungo, e
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consentire esami periodici distanziati della popolazione asintomatica (nel
caso ad esempio dei tumori della cervice uterina).
Le considerazioni sul rapporto tra velocita di crescita del tumore, massa del

medesimo e vascolarizzazione valgono anche per le metastasi.

t) Comportamenti particolari. Vi sono situazioni che possono rallentare la
curva di crescita in modo anche notevole (fatti compressivi in zone non
espandibili, come la scatola cranica, fenomeni trombotici dei vasi afferenti,
crescita in forma ascitica in cavita limitate, etc). La terapia cerca di sfruttare
alcune di queste possibilita, ad esempio trombizzando vasi afferenti od
afferenti in alcuni casi. Si puo verificare anche un incremento temporaneo
dell’espansione: in alcuni tumori la terapia medica, eliminando un forte
numero di cellule che gia avevano una proliferazione rallentata per
I’'andamento gomperziano, causa un rapido reclutamento delle cellule
rimanenti, abitualmente fuori ciclo. Dopo la terapia il tumore e ridotto di
volume, ma la sua crescita per un certo tempo puo essere piu veloce di
guanto non fosse precedentemente. Molto importante a questo riguardo e
la vicinanza delle cellule ai vasi, quindi una maggiore tensione di ossigeno al
loro livello: le cellule lontane sono quiescenti, ma se la terapia elimina quelle
vicine ai vasi e proliferanti, avvicina le altre e le rimette in ciclo. Si ritiene che

I’aumentata tensione di ossigeno possa essere il segnale di reclutamento.

f) Variazione improvvisa e persistente della velocita di crescita. In alcuni casi
un tumore che ha una determinata velocita 'aumenta improvvisamente e in
modo persistente: esprimendo questo in termini cinetici, la curva
complessiva e costituita da due diverse curve in successione, la seconda delle
quali ha un coefficiente angolare superiore alla prima ( FIGURA ). E’ come se

da un tumore se ne producesse un altro a crescita piu veloce,
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qualitativamente distinto. Cid si verifica perché viene meno il presupposto
sopra ricordato della uniformita di caratteristiche comportamentali del

tumore nel tempo. Il tumore cambia connotati ad un certo momento e

diventa sostanzialmente diverso dal tumore iniziale.

FIGURA 2.4

n. di cellule (log)

' tempo

Nel momento indicato dalla freccia, il coefficiente angolare cambia: le caratteristiche di cre-
scita del tumore subiscono una brusca variazione.
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Da G. Prodi in “oncologia Generale” Editrice Esculapio, Bologna, 1985.
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Cio sara meglio compreso ricordando quanto detto sopra a proposito del
concetto di progressione tumorale.

Il tumore é clinicamente rilevabile quando determina una sintomatologia, od
anche quando, in assenza di sintomatologia, ma con esami effettuati in
massa sulla popolazione normale o sottoposta a controlli per altre ragioni, e
rilevabile con i mezzi diagnostici disponibili. Il numero-soglia delle cellule
neoplastiche necessarie per la diagnosi € molto diverso da tumore a tumore
e da sede a sede, ed € comunque legato alla sensibilita delle tecniche
impiegate: ma in linea di principio € molto elevato. Un tumore e diagnostico
solo quando & composto da molti milioni di cellule. Tenendo conto
dell’andamento esponenziale, questo numero(partendo da una sola cellula
capostipite) e raggiunto solo dopo un tempo notevolmente lungo, se
paragonato al tempo clinico del tumore, cioé quello successivo alla diagnosi.

Cio significa che:

a) La vita “sommersa”, cioe preclinica e silente, del tumore € normalmente
assai piu lunga della sua vita clinica: € quindi improprio legare la comparsa
del tumore ad eventi che siano intercorsi poco prima della diagnosi, come si
tende a fare di solito (ad esempio ritenendo che un trauma di poco
precedente la diagnosi di tumore osseo possa essere la causa dello stesso
tumore).

La vera causa, se rintracciabile, & assai anteriore alla diagnosi. La latenza,
intendendo con questo termine il periodo che va dalla iniziale e non
documentabile trasformazione neoplastica della cellula progenitrice fino al
momento del rilievo clinico, & solitamente di alcuni anni.

Per tradurre questi concetti in cifre, sia pure approssimative, si puo ritenere
che un tumore in genere sia diagnosticabile con mezzi attuali (esempio

radiografia del polmone nel caso di cancro polmonare) quando abbia
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raggiunto la massa di un grammo, pari a 10° cellule. La morte del paziente si
ha quando il tumore raggiunge la massa di circa 1Kg, pari a 10 cellule, cioé
a mille miliardi. Per arrivare alla prima tappa di 10° occorrono circa 30
raddoppiamenti, ed altri 3,6 per raggiungere i 10 grammi. Quindi il totale
della vita preclinica € pari a 33-34 raddoppiamenti. Il periodo da 10 gr a 1 Kg
(vita clinica, dalla diagnosi alla morte) & di circa 6 raddoppiamenti. Quindi
solo 1/6 circa dello sviluppo del tumore (della sua storia naturale) &
manifesto: i 5/6 sono silenti. Se si assume un periodo di raddoppiamento di 1
mese (che e abbastanza veloce, nella media dei tumori umani), si ha dunque
un periodo di latenza clinica di circa tre anni e un periodo clinico di sei mesi.
Per la maggior parte dei tumori maligni dell’'uomo le cifre sono circa doppie,
ma il rapporto tra i due periodi rimane, ovviamente, lo stesso. Cio € esempli-
ficato dalla figura 2.5 e dalla figura 2.6 (questa € in scala logaritmica, per una

leucemia, con valori un po diversi in relazione alla clinica).
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FIGURA 2.5
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Schema di comportamento della crescita tumorale. Un tumore di questo tipo & notevolmente

aggressivo. A, 10° cellule (1g); & possibile teoricamente la diagnosi in alcuni casi. | sintomi

sono usualmente assenti. B, 10 cellule (10 g); compaiono sintomi. Di solito la diagnosi & ef-

fettuata a questo stadio. C, 1012 cellule (1 kg); ordine di grandezza corrispondente alla morte
del paziente. (Le cifre sono puramente indicative, per stabilire ordini di grandezza.)

Da G. Prodi in “Oncologia Generale” Editrice Esculapio, Bologna, 1985.
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FIGURA 2.6
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Curva teorica di una popolazione di cellule leucemiche con riferimento al peso globale della
massa raggiunta, ed alle conseguenze cliniche della moltiplicazione cellulare.

Da G. Prodi in “Oncologia Generale” Editrice Esculapio, Bologna, 1985.
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La variabilita dei singoli tumori € tuttavia enorme, andando da uno sviluppo
di poche settimane a uno sviluppo di alcuni anni. Il grafico della figura 2.7
indica alcune eventualita, esemplificate con sei diversi periodi di

raddoppiamento.

b) Poiché I'efficacia dell’intervento sul tumore dipende largamente dalla
precocita della diagnosi (quando ad esempio esso non abbia ancora meta-
stasi, o non sia ancora infiltrante) & necessario affinare i metodi diagnostici
affinché siano riscontrabili tumori sempre piu piccoli, cioé veramente iniziali
e ancora asintomatici. E’ desiderabile percio poter arrivare a sottoporre ad
esame gli individui normali, o almeno quelli reputati a rischio, cioe a
controllare periodicamente la popolazione sana. Cido e possibile in pratica,

come si vedra, per un numero limitatissimo di tumori.

c) Lespansione di un tumore ¢ la risultante di parecchie componenti (I'indice
mitotico delle cellule effettivamente proliferanti, la perdita cellulare che si
verifica, I'entita della frazione non proliferante). Quindi anche un tumore
velocemente proliferante pud avere una crescita lenta se la sua perdita
cellulare e forte. Inversamente, un tumore con indice mitotico basso, ma a
minima perdita cellulare pud ugualmente crescere velocemente se colpisce
cellule labili incapaci di maturazione. Non e affatto necessario che un tumore
abbia un indice mitotico piu elevato della popolazione cellulare normale da
cui esso deriva, anche se cio € quanto accade nella maggior parte dei casi.
Cio che caratterizza la cinetica esponenziale del tumore non ¢, in sé, un forte
indice mitotico, ma uno squilibrio tra entrata ed uscita. Anche un semplice
rallentamento della differenziazione puo spiegare la condizione neoplastica,

come é stato visto.
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d) Dopo asportazione del tumore primitivo, possono comparire metastasi
anche a distanza di anni. Solo dopo un certo tempo, variabile da tumore a
tumore ma non inferiore ad alcuni anni, il paziente puo dirsi veramente
guarito. Cio viene spiegato con la permanenza di “cellule dormienti” che
rimangono silenziose a lungo, poi cominciano a moltiplicarsi. In alcuni tumori
cio & quanto accade: ma nella maggior parte dei casi non c’é bisogno di
ricorrere a questa ipotesi. Le cellule metastatizzate cominciano a proliferare,
ma per I'andamento esponenziale prima descritto solo molto piu tardi danno
segni clinici. Esaminando ad esempio, con radiografie successive, la crescita
di una metastasi polmonare molto lenta ed estrapolando, si arriva ad un
periodo precedente l'intervento sul tumore primitivo (vedi FIGURA ): le
cellule metastatizzate hanno iniziato subito a proliferare, senza alcuna

“dormienza”.
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tissutale).

Da G. Prodi in “Oncologia Generale” Editrice Esculapio, Bologna, 1985.
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Sviluppo di una metastasi dopo asportazione del tumore primitivo al tempo 0 (nella fattispecie
la metastasi cresce molto lentamente). La linea continua rappresenta la crescita determinata
con radiografie successive. La linea punteggiata & la sua estrapolazione in periodi preceden-
ti. Come si vede, la crescita @ iniziata prima dell’asportazione del tumore primitivo. Non vi &
alcun bisogno, in questo caso, di postulare un periodo di silenzio mitotico (dormienza).

Da G. Prodi In “Oncologia Generale” Editrice Esculapio, Bologna, 1985.
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Si propone uno schema riassuntivo di quanto detto.

Al riguardo come rife-riscono Bonadonna G. e Robustelli Della Cuna G. :
“Negli stadi iniziali della crescita, le cellule neoplastiche si moltiplicano a
ritmo esponenziale (1-->2-->4-->8-->16 e cosi via). E come dire che tutti gli
elementi cellulari proliferano e nessuno di essi va perduto, cioe muore.
Tuttavia man mano che la massa tumorale aumenta si allungano i tempi
necessari per raddoppiare il volume e cid e dovuto: all’allungamento del
tempo trascorso tra due divisioni cellulari (tempo di raddoppiamento), a una
diminuzione della frazione di cellule proliferanti ed ad un aumento della
morte cellulare, direttamente proporzionale all’eta del tumore. Quest’ultimo
evento e causato soprattutto da uno squilibrio tra massa tumorale e
apparato nutritivo, in quanto i vasi sanguigni diventano insufficienti ad
alimentare la porzione centrale della neoplasia. La rappresentazione piu
accurata della crescita di un tumore umano, che abbia superato i primi
periodi di sviluppo (fase preclinica), € quindi quella di una curva, tendente
quasi all’appiattimento. In altre parole, durante la fase clinicamente visibile,
il tumore cresce meno velocemente di quanto previsto in base
all’landamento delle fasi precedenti o pre-cliniche ( FIGURA)

La ricostruzione, anche approssimativa, della crescita di un tumore umano
consente di valutare il rapporto tra fase clinica, ossia conclamata, della
neoplasia e periodo di latenza.

Soprattutto nelle neoplasie a lenta crescita (carcinoma del colon-retto, della
mammella, del rene), il momento di inizio della proliferazione tumorale deve
essere collocato in un periodo assai lontano, di mesi ma piu spesso di anni,
dal momento in cui la massa tumorale ha raggiunto dimensioni tali da essere
diagnosticabile. Di conseguenze I'arco della evidenza clinica della neoplasia
non € che un periodo relativamente breve in cui emerge alla fine della sua
storia naturale, mentre la fase precedente, assai piu lunga, rimane
sommersa ed invisibile. In alcune neoplasie si osserva a volte un aumento
tumultuoso (carcinomi del testicolo, alcuni sarcomi dell’osso e del muscolo,
linfomi ad alto grado di malignita): il fenomeno e spiegabile con il perdurare
della crescita di tipo esponenziale anche durante la fase clinica di
estrinsecazione, ossia di “visibilita” diagnosticata del tumore.

Una neoplasia riconoscibile alla visita medica (delle dimensioni di un
centimetro cubo) ha gia raggiunto i due terzi della sua crescita, costituita in
genere da 30 raddoppiamenti volumetrici. Essa contiene circa un miliardo di
cellule. Considerando che nella maggior parte delle neoplasie il tempo di
raddoppiamento varia tra 40 e 300 giorni, il periodo necessario per
raggiungere la dimensione di circa un centimetro cubo e di 6-8 anni. A
guesto punto e possibile, nel caso di determinate neoplasie, che alcune
cellule tumorali siano gia migrate in organi e tessuti lontani attraverso i vasi
linfatici e sanguigni, costituendovi quelle colonie cellulari maligne dette
metastasi. Se le metastasi crescono e il tumore non viene diagnosticato, in
circa cinque ulteriori raddoppiamenti la massa
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FIGURA 2.9
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Fasi della crescita delle cellule tumorali.

Da “UNA SFIDA POSSIBILE” di Bonadonna G. e Robustelli della Cuna G. Ed.

Rizzoli, Milano, 1995.
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neoplastica globale puo raggiungere il diametro di oltre 30 centimetri. Se va
incontro ad altri cinque raddoppiamenti € in grado di provocare la morte (
FIGURA » ).

Il tumore rappresenta una popolazione in crescita irreversibile e non do-
minabile dai normali controlli: dunque la terapia deve interferire su tale
cinetica. Cio puo essere tentato con diverse “logiche”, cioe con interventi che
considerano la cellula neoplastica da vari punti di vista (ad esempio come
cellula ancora parzialmente sensibile ai controlli, oppure come cellula
antigenicamente diversa e quindi identificabile attraverso interventi
immunologici, etc.).

Le due logiche principali sono le seguenti:

a) Il tumore & una massa che va tolta. E’ la logica semplice e radicale della
chirurgia, fortunatamente possibile e risolutiva in molti casi. Essa non e
generalmente efficace quando il tumore abbia dato metastasi.

b) Il tumore & composto da cellule proliferanti che possono essere colpite in
guanto proliferanti: € la logica non-chirurgica, o medica, basata su azioni
antimitotiche (con farmaci e/o radiazioni), tendenti ad interferire col ciclo
cellulare, inibendolo. Tale tipo di intervento rimane |'unica possibilita
guando il precedente non sia possibile o proponibile, o quando sia gia stato

effettuato. Tuttavia puo essere variamente combinato con esso.
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FIGURA 2.10
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s) Processo della morte cellulare programmata (o apoptosi). L'argomento &
di straordinaria importanza per la comprensione dell’oncogenesi e tratta un
fenomeno sfruttato dalla chemioterapia antiblastica e dalla radioterapia da
parte degli oncologi.

Uno speciale sistema di controllo, che porta alla morte della cellula, opera
normalmente in molti tipi cellulari, per esempio nei globuli bianchi del
sangue. Dopo un certo periodo di attivita, le cellule circolanti muoiono e
vengono rimpiazzate da nuove cellule prodotte dalla moltiplicazione di
cellule a vita illimitata, le cellule staminali. Si tratta della “apoptosi” (o morte
cellulare programmata).

L'importanza di questo meccanismo risiede nella eliminazione delle cellule
prima che queste accumulino danni ai geni tali da trasformarle in cellule
cancerose. Infatti, oltre che per altri motivi che qui non citiamo per brevita,
I'apoptosi viene anche indotta da motivi non fisiologici quali radiazioni,
sostanze tossiche e farmaci citotossici.

Questo tipo di induzione, che ci interessa perché € anche rilevante nella
cancerogenesi professionale, avviene piu frequentemente in tessuti con
un’alta attivita proliferativa come ad esempio I'epitelio intestinale, il midollo
osseo, I'epitelio seminifero, i foglietti embrionali ai primi stadi ed i tessuti
tumorali. Questi tessuti, molto spesso, sono caratterizzati da un livello alto di
apoptosi spontanea che pud aumentare in modo significativo dopo il
trattamento con sostanze citotossiche.

Alcuni autori suggeriscono che le cellule vanno in apoptosi allorché non
riescono a superare con successo punti chiave del ciclo cellulare (“check-
points”), come per esempio il punto di passaggio tra G2/M. Infatti cellule con

materiale genetico danneggiato potrebbero non superare questi punti
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chiave, i quali costituirebbero quindi barriere selettive che, se non superate,
conducono la cellula a morte.

I meccanismo molecolare, che porta alla eliminazione controllata delle
cellule nei tessuti per apoptosi, € ancora oggi poco noto. L'attivazione di
guesto processo, in condizioni fisiologiche, & regolata geneticamente
dall’espressione di geni specifici coinvolti.

| geni identificati sono stati classificati secondo gruppi funzionali specifici che
hanno ruoli distinti nella morte cellulare programmata:

1) il primo gruppo di geni comprende elementi che sono stati definiti
permissivi in quanto determinano quali cellule sono in grado di
esprimere il programma di morte cellulare;

2) il secondo gruppo comprende quegli elementi la cui induzione o

inibizione e in grado di attivare il programma di morte;

3)il terzo gruppo di geni (detti effettori} si divide in due sottogruppi; il
primo € costituito dai geni che sono indispensabili per I'attivazione del
programma di morte e che sono anche detti geni “killer”; il secondo
(effettori non essenziali) & costituito da geni che intervengono nei processi
che rendono la cellula atta ad essere fagocitata.

Come ritengono oggi gli scienziati piu avanti nella ricerca nel campo
oncologico la stragrande maggioranza dei tumori sono legati ad una
diminuita apoptosi piu che ad una aumentata mitosi.

Ne sono esempi i linfomi follicolari, le mutazioni del gene p 53 (coinvolto
nella apoptosi) e che costituisce la piu frequente mutazione nei tumori,
presente in oltre il 55% delle neoplasie, i tumori ormono dipendenti, quali il
carcinoma della mammella, della prostata e dell’ovaio.

Si pud anche schematizzare il problema asserendo che il controllo della
morte cellulare programmata & esercitato da geni di due tipi: quelli di un tipo

attivano il meccanismo della morte, mentre quelli dell’altro tipo lo
124



ostacolano. Pertanto la sopravvivenza della cellula & determinata dal
bilanciamento tra 'azione di questi due tipi di geni, a sua volta controllata da
fattori sia esterni sia interni.

Tra i fattori interni & particolarmente importante |'azione di due geni. Il
primo ¢e il gene p 53, che puo causare l'apoptosi; se il DNA di una cellula e
danneggiato, per esempio da agenti chimici o da radiazioni, il gene viene
attivato e blocca la progressione del ciclo cellulare al punto dove il DNA
dovrebbe duplicarsi.

Diversi meccanismi di riparazione dei danni del DNA (come quelli prima
esaminati) entrano allora in azione: se riescono a rimediare il danno, la
cellula riprende il ciclo; altrimenti il gene p 53 attiva il meccanismo della
morte cellulare programmata, proteggendo |'organismo dalle conseguenze
che potrebbero derivare dalla presenza di danni nel DNA. Per questa sua
azione il gene p 53 e stato chiamato “guardiano del genoma”.

Un altro gene importante e il gene Bcl2, che ha il compito di bloccare Ia
morte cellulare programmata.

Un aumento della attivita di questo gene, che prolunga la vita delle cellule, si
osserva in certe leucemie, mostrando che I'allungamento della vita cellulare
e pericoloso e puo portare al cancro.

In conclusione la inattivazione del gene p 53 (che € da considerarsi un gene
onco-soppressore) da parte di mutazioni indotte anche da radiazioni o agenti
chimici provoca un aumento delle mutazioni cellulari che di solito sono
responsabili dei tumori.

Nella tabella sono schematizzate le fasi del ciclo cellulare. Nella tabella e
schematizzata 'apoptosi o morte cellulare programmata.

La lettura delle tabelle rendernno piu semplice la comprensione di quanto

€ qui esposto.
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TABELLA

FASI DEL CICLO CELLULARE

- FASE M (MITOSI): E la fase in cui avviene la mitosi cellulare. Nel corso
dellintervallo di tempo tra una mitosi e quella successiva (periodo
intercinetico), la cellula va incontro ad un’intensa attivita metabolica che
comprende la sintesi degli acidi nucleici e delle proteine. Il periodo
intercinetico comprende la fase a G1, la fase S e la fase G2.

- FASE G1: Costituisce generalmente la fase piu lunga del ciclo cellulare ed
€ caratterizzata dalla sintesi dell’acido ribonucleico (RNA) e delle
proteine. Durante questa fase, in risposta a stimoli derivati dall’esterno
(fattori di crescita, fattori nutritivi, contatto intercellulare), la cellula
progredisce verso la fase S. Nella fase G1 esiste un punto di
rallentamento (fase di restrizione R) il cui superamento & condizione
essenziale per progredire alla fase S. In condizioni ambientali sfavorevoli
(carenza di nutrienti, inibizione da contatto della divisione cellulare,
assenza di siero) le cellule non sono capaci di superare il punto di
restrizione (R) e talora entrano nella fase GO.

- FASE S: E caratterizzata dalla replicazione dell’acido desossiribonucleico
(DNA) e dalla sintesi degli enzimi coinvolti nel metabolismo degli acidi
nucleici.

- FASE G2: E caratterizzata dalla sintesi di alcune proteine indispensabili
per la divisione cellulare. La progressione della cellula dalla fase GO alla
fase M é regolata dalla produzione di un fattore citoplasmatico solubile
denominato MPF (M-Phase Promoting Factor).

- FASE GO: Costituisce un’altra fase post mitotica (dopo la fase G1) del ciclo
cellulare nella quale le cellule si trovano in uno stato di quiescenza
reversibile. Le cellule nella fase GO non proliferano. Tuttavia, in seguito
ad azioni ambientali favorevoli o in seguito ad appropriati stimoli

mitogenici, esse possono rientrare in ciclo nella fase G1 e proliferare,
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dando luogo ad una progenie di cellule che sopperisce al fabbisogno che
ne ha stimolato la produzione. Esempi tipici sono la riparazione della
cute in seguito a ferite, la proliferazione delle cellule epatiche dopo
epatectomia parziale, la stimolazione estrogenica dell’endometrio.

NOTA: La durata complessiva del ciclo cellulare € molto variabile. Ad

esempio e di circa 10 ore per le cellule del midollo osseo e di 1.000 e
piu ore per le cellule dell’epidermide.
Alcuni Autori suggeriscono che le cellule, guando non riescono a
superare con successo punti chiave del ciclo cellulare (“check points”),
come per esempio il punto di passaggio tra la fase G2 e la fase M,
vanno incontro ad “apoptosi”. Cellule con materiale genetico
danneggiato potrebbero non superare questi punti chiave, i quali
costituirebbero quindi barriere selettive che, se non superate,
conducono la cellula a morte.

TABELLA

L’APOPTOSI O MORTE CELLULARE PROGRAMMATA

Definizione di apoptosi: consiste in un programma fisiologico di “suicidio
cellulare” autonomo che contribuisce al mantenimento del numero delle
cellule e che a differenza della necrosi cellulare richiede consumo di energia.

Importanza dell’apoptosi nella cancerogenesi professionale: consiste nella
eliminazione delle cellule prima che queste accumulino danni ai geni tali da
trasformarle in cellule cancerose.

Alcuni Autori suggeriscono che le cellule vanno in apoptosi allorché non
riescono a superare punti chiave del ciclo cellulare (“check-points”) come per
esempio il punto di passaggio tra la fase G2 ed M. Al riguardo cellule con
materiale genetico danneggiato potrebbero non superare questi punti
chiave, i quali costituirebbero quindi barriere selettive che, se non superate,
conducono la cellula a morte.

L'apoptosi & sotto controllo dei geni della cellula.

| geni dell’apoptosi sono classificati in:
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e Permissivi: determinano quali cellule sono in grado di esprimere il
programma di morte;

e Geni la cui induzione o inibizione € in grado di attivare il programma
di morte;

e [Effettori: a loro volta suddivisi in “geni killer” indispensabili per
I'attivazione del programma di morte e in “geni effettori non
essenziali” che intervengono nei processi che rendono la cellula atta
ad essere fagocitata.

In modo estremamente sintetico I'apoptosi puo essere suddivisa in due fasi:
formazione dei corpi apoptoici ed eliminazione dei corpi apoptoici tramite
fagocitosi.

Esistono dei meccanismi di protezione dall’apoptosi rappresentati dai fattori
di crescita che agiscono tramite appositi recettori situati sulla membrana
cellulare e le citochine. Anche fattori di crescita e citochine sono sotto
controllo genico.

La stragrande maggioranza dei tumori sono legati ad una diminuita apoptosi
piu che ad un’aumentata mitosi. Sono frequentemente coinvolte mutazioni a
livello del gene P53 che codifica per una proteina P53 che partecipa
all’attivazione dell’apoptosi. Infatti, I'inattivazione del gene P53 (che & da
considerarsi un gene onco-soppressore) da parte di mutazioni indotte da
radiazioni o agenti chimici provoca un aumento della proliferazione cellulare
con aumento di probabilita del verificarsi di altre mutazioni anche queste
indotte o spontanee.

E importante il gene Bcl2 che pud essere considerato un oncogéne e che ha il
compito di bloccare la morte cellulare programmata. Un aumento di attivita
di questo gene si osserva ad esempio in alcuni tumori, mostrando che
I’allungamento della vita cellulare € pericoloso e puo portare allo sviluppo di
neoplasie.
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Come ricorda Gerry Melino ( Capitolo “ Meccanismi dei tumori professionali:
proliferazione ed apoptosi “; da: “ | tumori professionali” di C. Marmo, A. Di
Agostino, C. Melino — Societa Editrice Universo. Roma. 2000 ) : “ Omissis. Il

cancro origina da una singola cellula alterata in alcune funzioni ed impiega
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anche molti anni prima di manifestarsi clinicamente, rendendo complicata
I'identificazione dei fattori causali e la comprensione dei meccanismi di
progressione neoplastica. La crescita incontrollata di cellule abnormali si
riscontra attraverso vari stadi di progressione: cellula alterata
geneticamente, iperplasia, displasia, tumore in situ o benigno, cancro
invasivo o maligno. Durante questa progressione a piu stadi la cellula
acquista la capacita di moltiplicarsi autonomamente e metastatizzare. Tutte
le cellule oltre a dividersi attraverso il ciclo cellulare posseggono un
meccanismo complesso di morte cellulare programmata detto apoptosi. In
termini semplicistici, il numero di cellule in un tessuto é mantenuto dal
rapporto tra cellule in divisione (mitosi) e cellule in morte cellulare
programmata (apoptosi). Entrambe i processi sono regolati da sistemi di
sicurezza e molecole che spesso sono mutate nel cancro. Appare quindi
chiaro come una neoplasia possa originare sia da un aumento delle mitosi
che da una diminuzione dell’apoptosi, e che quindi i meccanismi molecolari
alla base della progressione neoplastica coinvolgano difetti del ciclo cellulare
o dell’apoptosi. Bisogna tuttavia ricordare che, oltre alle alterazioni del ciclo
cellulare e della apoptosi che rivestono un ruolo primario, esistono diversi
altri meccanismi di induzione e progressione neoplastica.

Nell’affrontare i tumori professionali descriveremo sinteticamente i fattori
dell’lambiente professionale in grado di iniziare la trasformazione neoplastica
ed i meccanismi molecolari della mitosi, mentre dedicheremo una descrizione
piu dettagliata all’apoptosi che é di scoperta molto piu recente. Infatti la
maggior parte degli studi sulla morte cellulare programmata risalgono agli
ultimi cinque anni.

- Fattori causali della cancerogenesi professionale

Varie sostanze di esposizione professionale o ambientale possono causare il

cancro. La tabella 3.1 mostra la classificazione IARC delle sostanze
129



cancerogene per I'uomo, mentre la tabella 3.2 ne elenca alcuni esempi. Tali
tabelle sono lontane dall’essere complete a causa della complessita di
valutazione critica delle evidenze sperimentali, epidemiologiche e
professionali attraverso cui si puo dimostrare se un agente o una esposizione
e in effetti cancerogena. Ne riportiamo vari tipi:

(1) Studi umani. Attraverso studi epidemiologici possono essere analizzati
vari tipi di dati sugli effetti cancerogenici nell’'uomo. Ad esempio, studi caso-
controllo, studi di coorte su particolari gruppi di esposti, trial di intervento.

(2) Studi sperimentali. Vengono effettuati in vitro o su animali per ot-tenere

informazioni da trasferire sulla cancerogenesi umana.

TABELLA 3.1
Classificazione delle sostanze cancerogene

Gruppo Numero
1 Cancerogeni umani 74
2A Probabili cancerogeni umani 56
2B Possibili cancerogeni umani 225
3 Non classificabili come cancerogeni umani 480
4 Probabilmente non cancerogeni umani 1

TOTALE SOSTANZE VALUTATE 836
TABELLA 3.2

Alcuni cancerogeni dimostrati nell'uomo
SOSTANZE CHIMICHE

4-Aminobipterina, Derivati dell’arsenico, Benzene, Benzidina, Composti di
berillio, Bisclorometiletere, composti di cadmio, composti di cromo, prodotti
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del carbone, Ossido di etilene, Oli minerali, Gas mostarda, 2-Naftilamina,
TCDD, Cloruro di vinile.

INFEZIONI CRONICHE
Helicobacter pylori, Virus epatite B e C, HIV-1, HTLV-I, Papillomavirus umano
16 e 18, Opisthorchis epatico, Schistosomi

PROCESSI INDUSTRIALI

Prodotti di alluminio, Auramina, Manifatture calzaturiere, Gassificazione e
produzione del carbone, Produzione di mobili, Miniere di ematite ed
esposizione al radon, Fonderie di ferro, Manifattura di isopropanolo e di
magenta, Esposizione a vernici e pitture, Industria della gomma, Processi con
acidi inorganici forti contenenti acido sulfurico.

SOSTANZE DI ABUSO
Alcool, Foglie di betel e prodotti del tabacco

POLVERI E FIBRE MINERALI
Asbesto, Erionite, Silice, Talco con fibre di asbesto, Polveri del legno

ALIMENTI E CONTAMINANTI ALIMENTARI
Aflatossine, Pesce salato cinese

RADIAZIONI
Radon e suoi prodotti, Irradiazione solare

FARMACI E TERAPIE MEDICHE

Analgesici con fenacetina, Azatiaprine, Clornapazine, Busulfan, Clorambucil,
CCNU, Ciclosporina, Ciclofosfamide, Dietilsilbestriolo, Melfalan,
8Metilpsoralene con UV-A, MOPP ed altre chemioterapie combinate,
Estrogeni steroidei e nin, Contracetivi orali, Tamoxifen, Tiotepa, Treosulfan

(3) Meccanismi della cancerogenesi. Studi chimici, farmacologici, biochimici,

genetici e cellulari su come i fattori cancerogeni possono alterare i
meccanismi omeostatici normali dando origine alle neoplasie. Tali studi
tendono a dare informazioni vitali sulla relazione causa-effetto tra

I’esposizione e I'insorgenza di un particolare tumore.
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Lo sviluppo della cellula tumorale e conseguenza di una mutazione, che é
considerata una variazione del codice genetico, vale a dire alterazioni
chimiche di un gene individuale con formazione di un allele mutato, ovve-ro
alterazioni di un cromosoma che acquisisce o perde una sezione per
riarrangiamento. Il processo mutageno viene distinto in tre fasi: la reazione
chimica del composto mutageno con il DNA, la trasformazione di questo con
DNA mutante, infine I'espressione del fenotipo. Una volta che il cancerogeno
si é attaccato con legame covalente al DNA l'alterazione é da considerare
praticamente irreversibile a meno che il legame non venga scisso dai
meccanismi riparatori del DNA.

In base al loro meccanismo di azione, ed alla necessita di attivazione
metabolica a livello del sistema enzimatico microsomiale, i cancerogeni si
possono distinguere in due grandi gruppi: diretti ed indiretti. Il si-stema
ossidante é basato su una catena di trasferimento di elettroni. Sono
interessati i citocromi P450 e P448, la citocromo P450 reduttasi e le
fosfatidilcolina. Tra le reazioni di coniugazione la pitu diffusa é quella con
acido glucuronico e puo avvenire con i composti contenenti tutti i comuni

gruppi reattivi, per esempio OH, COOH, NH2 ed SH. Il donatore di acido

glucuronico é Il'acido UDP-glucuronico e la reazione é catalizzata dalla
glucuroniltransferasi con formazione di b-D-glucuronidi. Da tutto cio
scaturisce I'importanza di un perfetto equilibrio tra le varie fasi metaboliche
per far si che il meccanismo di detossificazione funzioni in maniera
soddisfacente.

La maggior parte di questi danni genetici possono essere corretti da alcuni
sistemi enzimatici nucleari deputati alla riparazione del DNA dan-neggiato
attraverso vari meccanismi: il meccanismo di escissione riparativa con
risintesi ERP (Excision Repair Process) noto piu comunemente come

meccanismo taglia e cuci, il riparo post replicativo che avviene dopo la fase S
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del ciclo cellulare, il sistema SOS e sistema della proteina accettrice di metili
(S-metiltransferasi).

La potenzialita cancerogena, iniziatrice e promovente, é piuttosto com-plessa
da dimostrare e piuttosto va saggiata pazientemente su animali di specie
diversa ed attraverso le loro varie fasi di sviluppo, ed anche Ila
sperimentazione su colture cellulari ha dei limiti molto ristretti e non puo
sostituirsi alla prima. Qualitativamente la cancerogenicita animale e quella
umana professionale presentano lo stesso significato per le sostanziali
similitudini dell’attivazione metabolica, nelle strutture genetiche, e nei
sistemi di riparazione del materiale genetico. La differenza sostanziale
dell’estrapolazione allluomo riguarda Ianalisi quantitativa in quanto
I'esposizione umana é a dosi bassissime rispetto a quelle sperimentali ed
avviene con una esposizione molto piu lunga, in anni. Occorre inoltre tener
presente che l'esposizione per I'uomo non e mai limitata ad una sola
sostanza pura, come accade in fase di sperimentazione, ma ad un complesso
di prodotti primari e secondari derivanti da una loro interazione, per cui é
difficile definire i limiti di rischio. Infine é da tener presente che tutti i tumori
che possono essere causati dall’esposizione a determinati cancerogeni
possono riscontrarsi anche nella patologia spontanea, in condizioni cioe di
assenza ad alcuna esposizione a cancerogeni noti. C’é anche da sottolineare il
fatto che spesso I'azione cancerogena puo essere dovuta piuttosto che alla
sostanza stessa all'effetto dei suoi metaboliti, nel qual caso I'induzione é in
funzione della presenza di enzimi che la metabolizzano e che possono a loro
volta accentuare la stessa attivita cancerogena. A cio si aggiunge anche
l'influenza a volte determinante di alcuni fattori estrinseci o intrinseci
all’organismo, quali la dieta, il sesso, I’eta, lo stato umorale ed ormonale, i
pregressi interventi, I'efficienza del sistema immunitario, ecc., che potrebbero

intervenire sia nell’'uomo che nell’animale da esperimento e favorire 'azione
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“

cancerogena o riattivare i processi oncogeni allo stato latente. Omissis
Gerry Melino, volendo fornire un approccio pratico dell’apoptosi applicato

al campo clinico, cosi conclude: “Implicazioni cliniche dell’apoptosi. Se

I"apoptosi e un meccanismo generale appartenente alla biologia cellu-lare,
ne consegue che le applicazioni cliniche potenziali della modula-zione
farmacologica dell’apoptosi sono vastissime. Distinguiamo le malattie con
eccessiva o diminuita morte cellulare.

1) Malattie associate ad una inibizione dell’apoptosi.

Cancro. La stragrande maggioranza dei tumori sono legati ad una diminuita
apoptosi pitu che ad un’aumentata mitosi. Ne sono esempi i linfomi folli-
colari, le mutazioni di p53 (la pit frequente mutazione nei tumori, pre-sente
in oltre il 55% dele neoplasie), i tumori ormono-dipendenti quali il carcinoma
della mammella, della prostata e quello ovarico. Da questo brevissimo
esempio risalta la grande importanza clinica dell’apoptosi.

Disordini autoimmunitari. Sia nel lupus (LES) che nelle glomerulonefriti
autoimmuni sono stati osservati difetti dell’apoptosi. Recentemente sono
stati identificati dei casi di mutazioni del sistema CD95/CD95L. Tali mu-
tazioni nei topi mir e gld sono ormai dei classici esempi di modello au-
toimmune murino.

Infezioni virali. Vari virus bloccano I"apoptosi per permettere la repli-cazione
virale pit a lungo nelle cellule infette, ne sono esempio i virus erpetici, i
poxvirus e gli adenovirus.

2) Malattie associate ad un aumento dell’apoptosi.

AIDS. Sia in vitro che in vivo nei malati I'HIV o le sue proteine Tat e gp120
inducono apoptosi.

Disordini neurodegenerativi. Sono stati evidenziati meccanismi apoptotici in
malattie quali I'Alzheimer, il Parkinson, la sclerosi laterale amio-trofica, la

retinite pigmentosa, la degenerazione cerebellare.
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Sindromi mielodisplastiche. Comprendono I'anemia aplastica.

Danni ischemici. Sia nell’infarto del miocardio che nell’ischemia cere-brale,
parte dei danni durante la fase ipossica sono da ricollegare a meccanismi
apoptotici. Anche parte dei danni durante la fase di riperfusione sono di tipo
apoptotico.

Danni tossici del fegato. Questi comprendono le intossicazioni croniche da
alcol.

Conclusione

La maggior parte dei tumori origina dall’interazione di fattori ambientali in
congiunzione con una suscettibilita genetica o acquisita. In maniera
ottimistica e semplicistica si puo quindi suggerire che tale malattia e
teoricamente prevenibile attraverso [I’abolizione dell’esposizione a can-
cerogeni ambientali quali tabacco, inquinanti, farmaci, radiazioni, sostanze
dietetiche ed infettive. La suscettibilita ai fattori esterni di-pende da vari
fattori, quali ad esempio lo stato di P450, glutatione transferasi, N-acetil-
transferasi, mutazioni di geni quali p53. Piu in dettaglio la suscettibilita alle
neoplasie da fattori ambientali e pro-fessionali dipende da diversi fattori.

i- Fattori genetici. Mutazioni di geni quali quelli descritti nella ta-bella 3
causano tumori sia ereditari che sporadici alterando ad esempio il
metabolismo di detossificazione (es. polimorfismi di CYP1A1).

ii- Fattori etnici e di genere. L’incidenza dei tumori varia fra razze e sessi. In
alcuni casi varia I'incidenza di mutazioni (es. BRCA1 negli ebrei Ashkenazi) o
le attivita enzimatiche, (es. N-acetil-transferasi e glutatione transferasi M1
nei caucasici ed asiatici). Allo stesso modo fattori ormonali sembrano causare
differenti incidenze di neoplasie fra uomini e donne. Possibili cause sono, ad
esempio, le interazioni della nicotina sulla attivita di P450 che porta alla

magagior formazione di addotti col DNA e mutazioni di p53.
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iii- Eta e debilitazione. Numerose attivita enzimatiche detossificanti, sistemi
di regolazione redox e la competenza immunitaria variano drasti-camente
con l'eta.

L’identificazione di fattori genetici apre il discorso sui metodi ge-netici di
identificazione dei soggetti a rischio con ovvie considerazioni etiche in campo
professionale. Tuttavia si deve ricordare che solo I’1-2% dei tumori insorge
chiaramente sulla base di mutazioni ereditarie genetiche. In questo capitolo
abbiamo delineato solo alcuni dei complessi meccanismi molecolari coinvolti
nell’insorgenza delle neoplasie, ed in particolare il ruolo della morte cellulare
programmata o apoptosi “.

Anche per la descrizione delle caratteristiche del gene P53 che presiede alla
sintesi della proteina p53 desidero riportare quanto ha scritto Gerry Melino
nel Capitolo relativo all’apoptosi del Trattato Italiano di Medicina Interna di
Massimo Teodori ( Societa Editrice Universo. Roma. 2004 ): “ p53: il
guardiano del genoma umano. La proteina p53 é un potentissimo inibitore
della mitosi ed induttore dell’apoptosi. E’ normalmente assente o espressa a
bassissimi livelli nelle cellule normali, ma viene potentemente indotta
durante il danno al DNA quando é necessaria la sua funzione. L’induzione di
p53 avviene attraverso due proteine ATM e CHK2. Tuttavia, i veri “sensori “
del danno non sono chiariti. Il controllo del ciclo cellulare avviene attraverso
la espressione di una CDI, in particolare p21 ( detta cip o waf ), che inattiva,
legandolo, il dimero ciclina CDK nel punto di controllo G1 e G2 del ciclo
cellulare. Esistono anche altri meccanismi con cui p53 arresta il ciclo
cellulare, non qui descritti ( ad esempio gadd45 ). Questa funzione é
importantissima per evitare l'instabilita genetica e I'immortalizzazione delle
mutazioni nella progenie, tipica delle cellule tumorali. La p53 é un fattore
trascrizionale, che esercita quindi la sua azione controllando ( in genere

inducendo) la trascrizione di diversi geni bersaglio, che a loro volta, che a loro
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volta esplicano le funzioni biologiche. La proteina ha tre domini principali: 1)
TA, un domino di trans attivazione genica, 2) DBD, un domino di legame con
il DNA, 3) un domino di oligomerizzazione. Infatti, p53 funziona come
tetramero. Omissis. Una volta indotta, la proteina p53 ha una durata
estremamente corta dovuta ad un sistema di regolazione. La p53 induce
I'espressione di una proteina MDMZ2 che ha funzione specifica di legare
fisicamente la proteina p53 ed ubiquinarla  per permettere la sua
degradazione nel proteo soma. Quindi, p53 controlla I'espressione di MDM2,
ma questi controlla la degradazione di p53 stesso. L’emivita di p53 é, quindi
meno di un’ora, a meno che la persistenza del danno, non continui a far
sintetizzare nuova proteina p53. L’induzione dell’apoptosi da parte di p53
avviene attraverso diversi meccanismi. In particolare, p53 induce: 1) un
aumento  dell’espressione del gene bax ( trascrizionale ), ed una
traslocazione sul mitocondrio ( non trascrizionale ed indiretta ), 2) un
aumento di CD95 ( trascrizionale ) e del suo segnale di attivazione (
trascrizionale ), 3) una diminuizione ( trascrizionale ) di Bcl2 che aumenta,
quindi, che aumenta, quindi, la sensibilita della cellula stessa all’apoptosi, 4)
I"'aumento ( trascrizionale ) di proteine BH3, quali ad esempio Puma, Noxa
ed Harakiri, 5) I’espressione di altri geni capaci di determinare apoptosi
attraverso meccanismi ancora poco determinati ( ad esempio PIDD, PEG3,
p53AIP1), 6) altri meccanismi ancora non bene confermati
sperimentalmente.  Quindi, p53 non uccide attraverso un meccanismo, ma
attraverso una rete complessa di azioni, facendo di questa proteina un
potentissimo terminator. Recentemente, sono stati identificati altri geni
simili a p53, che appunto formano la famiglia p53/p73/p63. In particolare,
p73 puo restaurare la risposta al danno al DNA ( anche se sembra meno
efficiente di p53 a tale scopo ) utilizzando una via molecolare differente,

MLH1 e c-abi ( invece di ATM e chk2 ). In realta la famiglia p53 ha una
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vasta complessita di attivita funzionali. In effetti gli studi recenti indicano
che tale famiglia ha funzioni rilevanti nello sviluppo embrionale e nel
controllo delle cellule staminali, oltre che nelle risposte tumorali. Da quanto
sopra é evidente il ruolo impo rtantissimo di p53. Non stupisce, quindi, che
p53 é mutato in circa il 50 % di tutti i tumori di tutti i tipi ( omissis. La zona
proteica piu spesso mutata é il DBD, che quindi rende incapace p53 di
attivare i suoi geni bersaglio ), ed é funzionalmente inattivato ( ad esempio
da proteine virali in virus oncogeni ) in un altro 25 — 30 per cento di tutti i
tumori. Oltre che nella formazione di tumori, p53 é importante per la
risposta alla chemioterapia con agenti che inducono danni al DNA ( ad
esempio, i raggi X, e chemioterapici come il cisplatino ). Le cellule tumorali
con mutazioni o inattivazioni di p53 hanno, quindi, il doppio vantaggio di
divenire anche radio e chemio — resistenti.

Il gene p53 non ¢ il solo gene del danno al DNA importante in oncologia.
Altri geni sono associati a malattie specifiche.  Questi sono tutti coinvolti
nel riparo del danno del DNA, e la loro mutazione e causa di malattie
specifiche, con forti implicazioni anche nel cancro. Mutazioni in MLM (
elicasi ) causano la sindrome di Bloom. Mutazioni in WRN ( elicasi/3*-
esonucleasi ) causano la sindrome di Werner. Mutazioni in RECQL4 causano
la sindrome di Rothmund- Thompson. Mutazioni in ATM ( fattore
trascrizionale che controlla p53, c-abi, nbsl, bracal ) causano Atassia
Teleangectasica. Mutazioni di ognuno dei 7 geni FANC ( coinvolti nella
tolleranza e riparo di legami covalenti ) causano la sindrome di anemia di
Fanconi. Braca 1 é importante nel carcinoma della mammella. Diversi altri

geni sono implicati in tumori come ad esempio AML e c-abi nelle leucemie .
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MODALITA’ DI INDUZIONE DELLA CANCEROGENESI DA AGENTI CHIMICI
XENOBIOTICI.

Dopo avere esaminato l'oncogenesi nei suoi tratti fondamentali &€ bene
verificare in modo piu particolare in che modo un agente chimico puo
indurre una modifica della cellula in senso neoplastico. Successivamente
sara esaminato il meccanismo ontogenetico da parte di agenti biologici.

Per gli agenti fisici ( radiazioni ionizzanti, radiazioni ultraviolette e solari ) si
dedicheranno in seguito Capitoli specifici. Per quanto riguarda i Campi
Elettromagnetici si € deciso di non effettuare alcuna trattazione, in attesa
che le Agenzie, le Istituzioni Internazionali e Nazionali per lo studio sui
tumori effettuino ulteriori studi, ricerche, indagini epidemiologiche e che gli
Istituti di Ricerca Oncologica Nazionali ed Internazionali eseguino ulteriori
Studi Sperimentali in Laboratorio in vitro ed in vivo. Né si forniscono
riferimenti bibliografici di studi sperimentali ed epidemiologici al riguardo in
attesa che compiute meta — analisi dei risultati di questi studi vengano
effettuati dagli addetti ai lavori. Cio detto, anche ai fini di evitare
manipolazioni nel diffondere via web risultati delle ricerche pubblicati in
articoli scientifici e di dati epidemiologici in un ambito, quello della ipotizzata
relazione tra esposizione a campi elettromagnetici ed insorgenza di
neoplasie, ancora oggetto di studi. Si segnala solo che si tratta di un campo
di indagine molto delicato dove si possono contrapporre, si scrive per
ipotesi, sia interessi di fare propaganda non oggettiva da parte di un “
facile ambientalismo “ sia di nel non dimostrare obiettivita da parte di chi —
sull’altro fronte - ha un forte interesse economico derivato da attivita
commerciali correlate ad emissione di onde elettromagnetiche. Da tali due
ambiti estremi chi scrive vuole rimanerne fuori nel modo piti assoluto.
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RAPPORTO TRA AGENTI CHIMICI E NEOPLASIE.
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Le metodiche di studio per evidenziare se una determinata sostanza e can-
cerogena sono:

- epidemiologiche;

- studi su animali di laboratorio;

- tests mutagenici.

Metodiche epidemiologiche:

Questo argomento & piu compiutamente trattato nella seconda parte di
guesto Settimo Capitolo dedicato alla Epidemiologia. Ma qui si riprende
I'argomento poiché e sviluppato in modo mirato allo studio dei Tumori
Professionali.

Il metodo epidemiologico piu soddisfacente & quello di confrontare il rischio
di tumore (corretto per I’etaq, il sesso ed altre variabili) in gruppi esposti a vari
livelli del fattore in questione e in gruppi di controllo. Cido pud essere esegui-
to attraverso studi longitudinali (pro-spettici) per determinare la latenza, la
correlazione dose-risposta ed altri aspetti dell’induzione dei tumori.

Per ottenere un numero di casi sufficiente per un confronto statisticamente
valido, sono necessari un gran numero di soggetti ed un lungo periodo di
osservazione.

In alternativa a studi di tipo prospettico si possono controllare gruppi con
esposizione pregressa per una indagine retrospettiva condotta tramite la
valutazione della morbilita e della mortalita.

Gli studi epidemiologici svolti in Italia sui fattori di rischio cancerogeno
presenti nei luoghi di lavoro hanno utilizzato esclusivamente alcuni modelli
di studio.

a) Negli studi di coorte un insieme di soggetti, che hanno condiviso la ca-
ratteristica comune di essere stati esposti ad un fattore di rischio, sono

seguiti nel tempo per ricostruire la successiva incidenza o mortalita per
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tumori confrontandola poi con quella di una popolazione non esposta (o
esposta ad un diverso livello), usata come confronto. Quasi sempre gli studi
di coorte hanno valutato come «end point» la mortalita.

Benché lo studio di coorte possa essere svolto sia retrospettivamente sia
prospettivamente, il modello prospettico risulta utilizzato solo di recente.
Nella maggior parte dei casi i soggetti in studio sono stati identificati
retroprospettivamente e come tali studiati.

b) Un secondo insieme di studi e costituito da valutazioni epidemiologiche
svolte attraverso indagini caso-controllo. Il modello presuppone di ricostruire
la storia di esposizione al o ai fattori di rischio in studio per i soggetti che
hanno sviluppato tumori di uno specifico organo (o di uno specifico istotipo)
e per controlli campionati nella popolazione che ha generato i casi, ma privi
della malattia.

In generale, gli studi caso-controllo svolti appaiono dotati di una buona
validita statistica ed in tutti gli studi sono state raccolte informazioni su
possibili fattori di confondimento, che sono stati poi tenuti presenti in fase di
analisi dei risultati.

A parte l'aspetto scientifico, la sorveglianza epidemiologica dei lavoratori
esposti a cancerogeni, certi o presunti, svolge un ruolo importante anche:

- per verificare 'esistenza di rischi non identificati o solo suggeriti da studi
sperimentali;

- per verificare I'esattezza delle conclusioni sul rapporto causale con una
determinata neoplasia attraverso I'osservazione dell’effetto prodotto dalla
rimozione della esposizione sospettata;

- per monitorizzare il rischio collegato a bassi livelli di esposizione a
cancerogeni certi, la cui produzione non sia stata sospesa in considerazione

dei vantaggi economici e/o sociali che ne potrebbero derivare, preferendo
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I’adozione di misure tecnologiche in grado di ridurre significativamente
I’esposizione stessa;

- per dimostrare, infine, che una sostanza non e cancerogena per 'uomo,
guando anche i tests sperimentali abbiano dato risultati negativi.

Orbene si cerchera di riassumere brevemente le funzioni della epidemiolo-
gia. La registrazione della mortalita e della morbilita tra le malattie tra-
smissibili ha avuto una lunga storia. D’altra parte sebbene Louis Pierre
avesse descritto l'importanza delle statistiche del cancro nel 1830, Ia
necessita di rimuovere accuratamente le malattie croniche negli uomini,

come il cancro, non era conosciuta fino al ventesimo secolo.

4.2 - Definizione della epidemiologia:

L’epidemiologia, una scienza basata sulla misurazione della popolazione, puo
essere descritta come lo studio della distribuzione sia delle cause delle
malattie nelle popolazioni umane sia dell’applicazione dei risultati ai fini della
loro prevenzione e del loro controllo.

Diversamente dai ricercatori che controllano i fattori di rischio e poi
osservano i propri effetti, gli epidemiologi in generale misurano gli effetti e
poi cercano di determinare i fattori di rischio.

Nello studio di osservazione tradizionale il ricercatore non ha un diretto
controllo circa I'attribuzione dei fattori di rischio e deve fare affidamento su
metodi alquanto meno efficienti di descrizione e di analisi ai fini di scoprire le
correlazioni fra i fattori di rischio e le malattie.

D’altra parte i metodi epidemiologici possono anche essere adoperati ai fini
di accertare lI'impatto di interventi attivi, introducendovi il concetto di

sperimentazione.
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| principali metodi di studi epidemiologici sono:

a) descrittivi: questi studi esaminano differenze nella distribuzione degli
eventi patologici rispetto alla popolazione, alla localita e al tempo. Queste
ricerche includono analisi correlazionali, la successione dei casi e il resoconto
dei casi.

In generale tali studi non possono indirizzare a specifiche ipotesi causali ma
possono produrre queste;

b) analitici: questi studi comparano i fattori di rischio e gli stati patologici e
possono essere usati come tests specifici ed ipotesi causali.

Ci sono due tipi di studi analitici:

1) osservazionali o studi non sperimentali che includono gli studi caso-
controllo e di coorte, nei quali i ricercatori esaminano la relazione fra le
malattie e 'esposizione senza interventi attivi;

2) intervenzionali o studi sperimentali, come gli esperimenti chimici, nei quali
i ricercatori intervengono attivamente e poi osservano gli effetti degli
interventi sul processo patologico.

Sebbene questi due approcci sono componenti complementari della
medesima disciplina i metodi usati differiscono. Mentre la consistenza dei
risultati fra tutti gli approcci di studio fornisce la piu alta evidenza della
causa, per esempio tabacco e cancro polmonare, i dati possono essere
attendibili attraverso un solo approccio.

Negli studi descrittivi I'informazione su entrambi i fattori di rischio e le
conseguenze patologiche per ogni individuo non sono utilizzabili.

Sebbene una ipotesi eziologica per la malattia da causa precedentemente
scoperta puo emergere dall’esame dei dati descrittivi, come il gradiente di
latitudine visto nella distribuzione del cancro cutaneo e il collegamento fra

mesotelioma pleurico e I'esposizione ad asbesto, tali studi sono soprattutto
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preziosi nella valutazione del relativo impatto di diverse malattie sulla
comunita.

Negli studi analitici I'informazione sui fattori di rischio e gli esiti patologici
per ogni individuo sono utilizzabili e in conseguenza questi studi possono

esplorare una o piu ipotesi causali.

Epidemiologia descrittiva: la misura del cancro umano.

E’ consuetudine stimare la distribuzione delle malattie includendovi il cancro
secondo I'eta, il sesso, il luogo e il tempo.

Le stime maggiormente informative della frequenza e della distribuzione del
cancro in una popolazione provengono dal registro del cancro, una or-
ganizzazione che misura l'incidenza delle neoplasie attraverso tutti i casi di
diagnosi di cancro definiti in una popolazione.

Se i dati di incidenza non sono disponibili allora la mortalita, il numero delle
persone di una definita popolazione certificata come deceduta per cancro, &
utilizzata come un surrogato per quantificare l'incidenza del cancro.

La relazione fra l'incidenza e la mortalita varia a seconda della sede del
cancro ed e influenzata dalla efficacia e dal successo della terapia e dal livello
delle strutture sanitarie.

La classificazione internazionale delle malattie (ICD) dell’Organiz-zazione
Mondiale della Sanita, ora alla sua nona edizione, € universalmente usata per
presentare i dati sulle neoplasie.

La classificazione € ampiamente organizzata su una base anatomica tenuto
conto delle influenze della terapia, del tipo istologico e di altri fattori.

Invero I'agente causale interessa sempre I'organo corrispondente.

Alcuni tumori sono principalmente classificati con criteri istologici o citologici
piuttosto che con la localizzazione. Ad esempio il corioncarcinoma, il

melanoma cutaneo, i linfomi e le leucemie.
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Dati numerici e simbolici indicano la localizzazione topografica del tumore, il
tipo istologico e il comportamento (maligno, benigno, in situ, dubbio, etc.). Si
tratta di un sistema flessibile disponibile in molte lingue.

| dati di incidenza e di mortalita sono presentati nella forma di frequenza per

100.000 persone all’anno sulla relativa popolazione.

Questa frequenza é indicata come frequenza grezza perché non tiene conto
dell’eta della popolazione.

Ma questa puo essere tenuta presente in altri dati statistici.

Riguardo all'incidenza secondo i gruppi di eta I'Organizzazione Mondiale
della Sanita ha raccomandato l'uso di tre classificazioni per I'eta:

a) fino ad 1 anno, da 1 anno a 4 anni, da 5 a9 anni, da 10 a 14 anni e gruppi
similari di 5 anni fino a 84 anni e da 85 anni in poi;

b) fino a 1 anno, da 1 anno a 4 anni, da 5 a 14 anni, dai 15 ai 24 anni e gruppi
similari di eta fino ai 74 anni e da 85 anni in poi;

c) fino a 1 anno, da 1 anno a 14 anni, dai 15 ai 44 anni, dai 45 ai 64 anni e da
65 anniin poi.

Ogni qualvolta e possibile i dati dovrebbero essere presentati secondo la
prima classificazione. Qualora il numero dei casi fosse piccolo I'uso della
seconda classificazione & permessa.

Quando l'eta di una apprezzabile parte della popolazione non & conosciuta
con assoluta precisione e preferita la terza classificazione.

La frequenza grezza non riflette le eta alle quali i tumori avvengono.

Percio le frequenze grezze possono essere altamente fuorvianti per la
comparazione fra i territori se I'eta varia in lungo e in largo.

Dal momento che poca parte della popolazione dell’Africa sopravvive sopra i
50 anni di eta & stato riconosciuto erroneamente per moltissimi anni che il

cancro era poco frequente in questo continente.
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Orbene la computazione di una frequenza per eta “aggiustata” per la con-
formazione di eta della popolazione permette una valida comparazione dei
dati.

La metodica e riportata nella tabella dove e esaminata l'incidenza del tumore
dello stomaco in Scozia negli anni 1978-1982.

Vi possono essere dei fattori che interferiscono con gli studi di frequenza
come ad esempio le migrazioni. Le registrazioni delle frequenze possono
essere nazionali o locali.

D’altra parte i dati possono anche essere studiati nell’ambito dei 5 con-
tinenti.

Quando i pazienti affetti da neoplasia non possono essere collegati ad una
definita popolazione una utile informazione pud essere descritta
dall’esprimere la frequenza di sedi individuali come una proporzione di tutti i

tumori. E’ chiamata frequenza relativa.

Tali frequenze relative possono essere basate su serie di biopsie, autopsie o
ricoveri in ospedale. In una serie di frequenze relative un aumento di un
tumore automaticamente diminuisce la frequenza relativa di altri tumori
senza modificare la frequenza assoluta della popolazione.

Un’alta frequenza relativa non significa assolutamente un’alta incidenza ma
puo essere dovuta ad assenza di altri tumori. In moltissime localita circa tre-
quattro pazienti sono riconosciuti affetti da cancro alla biopsia. La
successione di biopsie, mentre porta ad una piu precisa diagnosi,

TABELLA 4.1

Computazione di frequenza standardizzata di eta : cancro dello stomaco nei

maschi in Scozia nel periodo 1978-1982.
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Numero di

persone Casi attesi
Numero Incidenza nella nella
Eta Numero di maschi specifica per eta popolazio popolazio
in di tumori in Scozia. per 100.000 per ne ne
anni in 5 anni A. anno. B. generale generale.
(mondiale
)
(n) (P) (1) (W) (C)
0-4 - 90,190 _ 12,000 -
5-9 _ 98,794 . 10,000 -
10- - 125,477 . 9,000 -
14
15- - 132,134 - 9,000 -
19
20- 1 114,408 0.2 8,000 0.02
24
25- 2 95,751 0.4 8,000 0.03
29
30- 3 96,967 0.6 6,000 0.04
34
35- 12 82,984 2.9 6,000 0.17
39
40- 29 78,890 7.4 6,000 0.44
44
45- 75 78,572 19.1 6,000 1.15

49
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50- 133 78,776 33.8 5,000 1.69

54
55- 211 77,420 54.5 4,000 2.18
59
60- 250 65,155 76.7 4,000 3.07
64
65- 406 58,310 139.3 3,000 4.18
69
70- 413 44,701 184.8 2,000 3.70
74
75- 289 26,744 216.1 1,000 2.16
79
80- 181 11,768 307.6 500 1.54
84
85+ 72 5,297 271.9 500 1.36

2077 1,362,338 30.5 D. 100,000 21.73 E.

A. : Popolazione comune 1978-1982

B. : Incidenza =)

I x W
100.000

C:E =

D. : frequenza grezza = 30.5 per 10° per anno

E. : frequenza standardizzata = 21.73 per 10° per anno

Da “Human cancer : epidemiology and environmental causes” di J.

Higginson, C.S. Muir e N. Munoz. Cambridge Monographs on Cancer

Research - Cambridge University Press. Cambridge. 1992.
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e utilizzata per i tumori piu accessibili ed inevitabilmente riflette l'interesse
del chirurgo locale.

L’autopsia in serie puo essere molto utile ma &€ molto biasimata. Essa inoltre
e poco utilizzata nei tumori curabili, nel cancro della cute e della cervice
uterina .

Se la popolazione di una regione o di una citta € conosciuta approssima-
tivamente e i residenti genuini possono essere diagnosticati con la biopsia,
I’autopsia ed altre metodiche, & possibile calcolare la frequenza di minima
incidenza .

Questa puo essere utile in alcune regioni in via di sviluppo.

Nella tabella vengono elencati i principali vantaggi e svantaggi della

epidemiologia descrittiva.

Epidemiologia analitica: tecniche per determinare le relazioni causali.

In uno studio analitico I'informazione sulla esposizione ai fattori di rischio e
sulle conseguenti malattie sono conosciute per ciascuna ricerca individuale.
Due strategie analitiche sono utilizzabili dall’epidemiologo per studiare le
correlazioni causali del cancro.

Il primo e l'approccio sperimentale o interventista nel quale il ricercatore
puo determinare l'ingresso randomizzato di un individuo dentro gruppi di
controllo di soggetti esposti o non esposti. Questo tipo di studio puo
accuratamente indirizzare alla questione causale.

Il secondo tipo di studio & un approccio non sperimentale, oppure osserva-

zionale, nel quale il ricercatore non ha un attivo controllo sui fattori di
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rischio ma deve accertare simili fattori e le conseguenze patologiche nella
naturale collocazione dello studio.

| gruppi di studio per essere comparati devono essere basati entrambi sulla
presenza o sull’assenza di malattia (caso-controllo) oppure dei fattori di
rischio (coorte). Da parte loro questi studi sono generalmente meno
persuasivi nell’indirizzare alla causa delle malattie di quanto non lo siano gli
studi sperimentali.

Nondimeno gli studi non sperimentali permettono I'esame di cause multiple
eziologiche per una singola malattia (caso-controllo) e di multiple malattie
per singola causa (coorte).

Esaminiamo gli studi sperimentali (o intervenzionali). Uno studio speri-
mentale € il piu diretto e corrispondente metodo per stabilire un’as-
sociazione causale fra un fattore di rischio ed una malattia. Gli esperimenti
controllati nelle popolazioni umane devono corrispondere a principi etici.
D’altra parte e possibile che si verifichi un intervento umano accidentale sul
quale e possibile effettuare uno studio epidemiologico spe-

TABELLA 4.2

PRINCIPALI VANTAGGI E SVANTAGGI DELLA EPIDEMIOLOGIA DESCRITTIVA

CARATTERISTICHE O VANTAGGI SVANTAGGI
STUDI TIPO
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Frequenza di
mappatura di
incidenza o di
mortalita da piccole

aree

Correlazione tra livelli
patologici e  vari
fattori lavorativi o
attribuiti alla

occupazione

Case reports

Puo mostrare I'esis-

tenza di luoghi caldi

sospetti, per esempio

vicinanza di terreni di

scarico, etc.

Frequentemente basati
su dati ormai disponibili.

Puo essere utile per

formulare e ricercare
ipotesi come ad
esempio  associazione

aflatossina e cancro del
fegato.

Pud mostrare che una
associazione e

improponibile

Possono indicare la

Raramente convincente a

causa delle variabili

confondenti. Se le aree
sono molto piccole gruppi
significativi casuali
possono capitare; se le
zone sono grandi gli
effetti della esposizione
localizzata pOssono
essere diluiti. Gli individui
non  possono  essere
identificati ed
appropriate registrazioni
non sempre sono
disponibili

Le correlazioni osservate
possono essere dovute
ad altre variabili
confondenti, come il
fumo di sigaretta; oppure
variazioni
socioeconomiche.
Variazioni individuali

possono essere diluite

Situazione rara
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causa, se una
esposizione e/o una
malatia sono unici o rari.
Ad esempio:
angiosarcoma, nhecrosi

tubulare acuta

Da “Human cancer : epidemiology and environmental causes” di j. Higginson,
C.S. Muir, N. Munoz. Cambridge Monographs on Cancer Research.

Cambridge University Press. Cambridge. 1992.

rimentale. Un tragico esempio e rappresentato dagli studi sulle conseguenze
delle esposizioni nucleari di Hiroshima e Nagasaki.

Esaminiamo adesso gli studi non sperimentali o osservazionali.

Moltissimi carcinogeni furono dapprima scoperti da un attento clinico che
osservo un inusuale numero di tumori in un gruppo. Veniva cosi stabilita una
correlazione causale. Cio si verificava ad esempio per I'endocar-cinoma della
vagina in donne che avevano ricevuto dietilstebertrolo durante la
gravidanza, per l|’endocarcinoma dei seni paranasali nei lavoratori
dell’industria del legno e per il mesotelioma dovuto ad asbesto.

Gli studi osservazionali permettono di testare un’alta varieta di ipotesi
causali e non soffrono di limitazioni di ordine etico.

| maggiori svantaggi degli studi osservazionali comprendono la mancanza di
un buon controllo di fattori estranei e una minore precisa identificazione dei
fattori di rischio.

Essi comprendono gli studi caso-controllo e gli studi di coorte.
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Studi caso-controllo:

Lo studio caso-controllo, che procede dall’esame dell’effetto alla indi-
viduazione della causa, € il cavallo di battaglia dell’epidemiologo.

La tecnica procede dal selezionare individui con una particolare malattia
(casi) e nel comparare questi con individui che non hanno la predetta ma-
lattia (controlli).

| casi e i controlli sono messi a confronto sulla base dei fattori di rischio
presenti e passati considerati rilevanti dal ricercatore.

| principali vantaggi e svantaggi degli studi caso-controllo sono riportati nella

tabella .

Studi di coorte:

Nell’esplorare un’associazione causale fra specifiche esposizioni e il cancro
un epidemiologo puo anche procedere dalla causa all’effetto.

Gli individui di una definita popolazione con uno o piu fattori di rischio
sospetti di essere associati ad un tumore sono selezionati e seguiti per un
periodo di tempo sufficiente per lo sviluppo di un adeguato numero di
tumori .

Le principali metodiche sono:

1) studi di coorte prospettici;

2) studi di coorte storici.

In uno studio prospettico di coorte questa e studiata in un periodo ante-

cedente che nel caso dei tumori deve tenere conto del periodo di latenza

TABELLA
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PRINCIPALI VANTAGGI E SVANTAGGI DEGLI STUDI CASO - CONTROLLO

VANTAGGI
Il periodo di latenza e trascorso ed i
fattori di rischio hanno prodotto i

loro effetti

Adatti per lo studio di malattie rare
in relazione ad una ipotesi o per
I’esame di un grande numero di

fattori di rischio

Molto efficienti specialmente per lo
stuido delle comuni esposizioni che
producono una grande percentuale

di tumori specifici

rapida risposta : normalmente in

due o tre anni

Necessita di un relativamente

piccolo numero di soggetti

SVANTAGGI
Richiede un’ipotesi causale e
usualmente puo mettere
I’attenzione solo su un tipo di

cancro per volta

Le esposizioni trascorse sono
difficili ad essere identificate (per
esempio i livelli di polvere, la dieta,

fattori ormonali)

Per alcune esposizioni (lavorative,
chimiche) il rischio attribuibile puo
essere molto piccolo e |'effetto

difficile da discernere

La selezione di un appropriato
gruppo di controllo puo essere
difficile. Fattori derivanti possono
essere presenti, i quali riducono

seriamente la validita dello studio

E possibile una stima diretta del
rischio di sviluppare una malattia

tra i soggetti esposti e non esposti.
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Una stima del relativo rischio puo

essere ottenuta indirettamente

Da “Human cancer : epidemiology and environmental causes” di J Higginson,
C.S. Muir, N. Munoz. Cambridge Monographs on Cancer Research.

Cambridge University Press. Cambridge. 1992.
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necessario per lo sviluppo della neoplasia dal periodo dell’esposizione (anche
piu di 30 annil).

Ai fini di effettuare uno studio piu completo si possono contemporanea-
mente eseguire uno studio caso-controllo ed uno studio di coorte per sanare
gli svantaggi di entrambe le metodiche di studio. Si esegue allora un “nested”
studio o studio nelle due direzioni.

| principali vantaggi e svantaggi degli studi di coorte prospettici e storici (o

retrospettivi) sono raffigurati nelle tabelle

Limiti degli studi epidemiologici:

Gli studi epidemiologici sui tumori hanno ben riconosciuti limiti quali:
mancanza di sensibilita, difficolta della discriminazione tra parecchi
ragionevoli fattori di rischio, l'insufficienza di dati di esposizione per il
passato, l'impossibilita di valutare l'impatto di esposizioni recenti e
I'incertezza nella interpretazione di studi con esito negativo o con

correlazioni contrarie.

Metodi di studio di laboratorio:

Di fronte al gran numero dei composti chimici per i quali non sono possibili
studi epidemiologici adeguati, e di fronte ai 500-600 composti chimici
immessi sul mercato ogni anno (38) € necessario ricorrere a strumenti diversi
dall’approccio epidemiologico.

Questi strumenti di ricerca sono essenzialmente di quattro tipi: i tests di
cancerogenicita a lungo termine sull’animale, i tests a breve termine di
genotossicita, gli studi di metabolismo comparato (in vivo, in vitro, per

diversi tessuti bersaglio) e gli studi delle relazioni fra struttura e attivita .
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Test a lungo termine di cancerogenicita nei piccoli roditori:

Al fine di massimizzare la sensibilita del test il composto viene somministrato

cronicamente per circa 2 anni, alla dose massima tollerata e a 2 dosi inferiori

(ad esempio 1/2 e 1/4), nella dieta o nell’acqua da bere o per inalazione o

per altra via che riproduce I'esposizione umana.

Vengono trattati 50 animali per ogni dose e per ogni sesso, inclusi animali di

controllo, in un ceppo di topi e in un ceppo di ratti. Si ottiene un totale di 800

animali. Al momento della morte, o quando vengono sacri-

TABELLA

PRINCIPALI VANTAGGI E SVANTAGGI DEGLI STUDI DI COORTE PROSPETTICI

VANTAGGI

La coorte completa si sostituisce
di solito piu facilmente che una

coorte storica

Fornisce una stima diretta del
rischio dello sviluppo del cancro
in individui con un fattore di
rischio relativamente a quelli

senza fattori di rischio

Poiche il protocollo e stabilito in

anticipo la possibilita di ottenere

deviazioni soggettive e diminuita.

Ad esempio I'abitudine al fumo,

SVANTAGGI

Il follow-up puo essere difficoltoso e

dispendioso

Gli svantaggi del follow-up possono
seriamente danneggiare la validita

dello studio. Seppure il protocollo e
dettagliato possono sopraggiungere

problemi logistici inimmaginabili.

L'immagazzinamento dei materiali
biologici e I'analisi di questi (siero,

tessuti) possono essere costosi
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I’occupazione lavorativa, la dieta,

etc.

Economico solo se le registrazioni
possono essere rapide e

facilmente discernibili

Lo studio caso-controllo “nested”
(o nelle due direzioni) puo essere
possibile per individuare la
correlazione di fattori di rischio di
malattie se sono stati raccolti

sufficienti casi di tumore

Sono richieste grandi popolazioni (piu
di 20.000 persone) per una
ragionevole stima dei rischi se si

tratta di tumori comuni

La misurazione delle variabili
confondenti puo essere difficile ed

incompleta

Da “Human cancer : epidemiology and environmental causes” di J.

Higginson, C.S. Muir, N. Munoz. Cambridge Monographs on Cancer Research.

Cambridge University Press. Cambridge. 1992.
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TABELLA

PRINCIPALI VANTAGGI E SVANTAGGI DELLO STUDIO DI COORTE STORICO O

RETROSPETTIVO

VANTAGGI

Il periodo di latenza trascorso e i
fattori di rischio hanno prodotto i

loro effetti

I risultati  possono  essere
archiviati rapidamente dopo due

anni

Puo essere applicato allo studio di
tutti gli effetti delle malattie
croniche per cui dati appropriati

del passato sono raccolti

Economico se registrazioni
appropriate sono disponibili e
pOSsono essere ricavate
prontamente ed
inequivocabilmente (ad esempio
il registro di cancro o i certificati
di  morte, il registro di

sorveglianza dei farmaci)

SVANTAGGI

Un numero di casi con piu di 20 anni
di esposizione pud essere non
sufficiente anche se la coorte e

grande

| fattori di rischio non possono essere
misurati retrospettivamente e
possono modificarsi di andatura e di

intensita nel corso degli anni

Raramente possibile per individuare
gli effetti di altre variabili a meno che
non sia stato condotto uno studio

“nested” caso controllo

| certificati di morte sono

frequentemente imprecisi
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Puo fornire una stima diretta del Puo essere difficile per un completo

rischio follow-up

E possibile uno studio di sedi di Non & altrettanto facile effettuare
molti tumori e di un ampio una identificazione della
spettro di morbilita e di mortalita comparazione dei gruppi

Da “Human cancer : epidemiology and environmental causes” di J.
Higginson, C.S. Muir, N. Munoz. Cambridge Monographs on Cancer Research.

Cambridge University Press. Cambridge. 1992.

ficati, un accurato esame istologico viene condotto a termine per i piu
importanti organi e tessuti.

E’ importante che, per almeno alcune delle dosi di trattamento o per i
controlli, piu della meta degli animali raggiungano i due anni di vita.
Sopravvivenze minori indebolirebbero la potenza statistica del test.

A questo punto confronti statistici vengono fatti fra le incidenze negli animali
trattati e in quelli di controllo, sia per distinti tipi di tumore sia per la
incidenza globale dei tumori.

Questo test a lungo termine ci informa circa la cancerogenicita a lungo
termine nei piccoli roditori e quindi ci indica la cancerogenicita della sostanza
alle dosi massime tollerate. Questo tipo di dato non € in grado di dirci se
abbiamo a che fare con un composto cancerogeno che ha agito
principalmente come iniziatore, e solo in misura relativamente minore anche

come promotore, oppure se, all’altro estremo dello spettro abbiamo avuto

160



prevalentemente a che fare con effetti di promozione frequenti a dosi
subtossiche od effetti di modulazione differenziativa (cancerogeni

epigenetici).

Tests a breve termine di genotossicita:

L'individuazione di un danno sul DNA puo essere effettuata essenzialmente
seguendo tre differenti vie: mediante diretta individuazione di basi anomale
nel DNA (addotti), oppure indirettamente osservando effetti prodotti dalla
presenza delle basi anomale stesse, sia in termini chimici (frammentazione
delle catene polinucleotidiche), sia in termini biologici (induzione di
meccanismi di riparazione enzimatica del DNA). Un filone di studi attuali
riguarda le metodiche di analisi degli addotti agente oncogeno-DNA, addotti
cancerogeno-emoglobina o addotti oncogeno-albumina sierica.

Si tratta di metodiche di analisi che riguardano la epidemiologia molecolare.
Attraverso le tecniche di epidemiologia molecolare si puo studiare il rischio
professionale del cancro umano, misurando sia “markers” interni di
esposizione, sia predisposizioni ereditarie. Come é stato anticipato esempi di
dosimetrie interne sono i carcinogeni legati al DNA, all’lemoglobina o
all’albumina del siero. La determinazione del livello di addotti e correlata con
il danno generico e delucida sia 'esistenza del rischio professionale, sia il
meccanismo patogenetico dei lavoratori.

La maggior parte delle sostanze cancerogene sono anche mutagene anche se
non tutti i mutageni sono cancerogeni.

Quasi tutti i cancerogeni chimici (con I'eccezione dei composti alchilanti
spontanei e di pochi altri composti) sono in realta composti “pro-can-

cerogeni”, che diventano cancerogeni attivi nell'interno dell’organismo, per
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processi di attivazione metabolica, generalmente dipendente da enzimi
microsomiali.

Anche il potere mutageno nei composti “pro-cancerogeni” appare dopo I'at-
tivazione metabolica.

| cancerogeni chimici che necessitano di attivazione metabolica risultano
mutageni anche in batteri con uno dei test piu impiegati da diversi anni, il
test di Ames, di cui si parlera tra breve.

Attualmente vengono impiegati vari tipi di approccio e vari metodi per
valutare |'effetto mutageno e cancerogeno di sostanze chimiche (oltre allo
studio dell’azione cancerogena in animali, che rimane il test piu valido).

| tipi di approccio possono essere distinti in:

tests in vitro, tests in vivo, tests di citogenetica.

| tests in vitro possono essere:

studi biochimici, studi su sistemi procarioti, su microrganismi eucarioti, su
cellule di mammiferi.

Con studi biochimici, su vari tipi cellulari, procarioti ed eucarioti, si studia la
comparsa di processi riparativi nel DNA cellulare successivi al trattamento
con la sostanza in esame.

Il processo riparativo solitamente valutato € quello della escissione e
risentesi in cui si misura la sintesi di DNA non programmata.

Da alcuni anni questo tipo di studio e fatto su coltura primaria di epatociti di
ratto, che hanno il vantaggio di attivare qualsiasi tipo di cancerogeno chimico
noto. Altri tipi di studi biochimici sono rappresentati dalla misurazione della
frammentazione del DNA premarcato con basi radioattive (comparsa di
frammenti con minore velocita di sedimentazione) e dalla evidenziazione di
ritardi nella ripresa della sintesi del DNA dopo inibizione della sintesi stessa

(molti cancerogeni provocano un tale ritardo).
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Gli studi su sistemi procarioti comprendono il tipo di test piu impiegato, il
test di Ames, in cui a colture batteriche si aggiungono, oltre che la sostanza
in esame, il sistema enzimatico attivante, rappresentato dalla frazione
microsomiale dell’lomogenato di fegato, arricchita con NADPH.

In procarioti si studia la comparsa di mutazioni ad esempio la reversione di
mutanti auxotrofi a prototrofi, oppure la comparsa di resistenza ad agenti
citotossici.

Il test di Ames e tests simili impiegano colture di escherichia coli o
salmonelle, mutanti, incapaci di produrre un aminoacido essenziale e per-
tanto a crescita dipendente dalla presenza, nel terreno colturale, di questi

agenti. Vedi figura
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Da “Cancerogenesi professionale” di G. Melino, C. Melino, A. Columbano in
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L'effetto di agenti mutageni e valutato come “reverse mutation”, reversione
della mutazione, cioé ricomparsa di batteri capaci di dividersi in assenza
dell’aminoacido in questione.

Sistemi procarioti possono essere studiati anche in vivo: batteri non patogeni
(ad esempio bacterium subtilis), inoculati in animali trattati con agenti
cancerogeni (che cosi sono attivati in vivo) possono andare incontro a
mutazioni.

Gli studi su microrganismi eucarioti sono condotti soprattutto su sacca-
romiceti (ad esempio il S. cerevisiae); siccome questi posseggono cromo-
somi, si possono valutare eventuali alterazioni cromosomiche, indotte da
cancerogeni in presenza di sistemi attivanti.

Gli studi su insetti utilizzano in genere la Drosophila melanogaster, che
contiene enzimi attivanti molti tipi di cancerogeni ed ha dei marcatori
genetici facilmente studiabili.

Inoltre i cancerogeni possono causare modificazioni cromosomiche o anche
mutazioni letali.

Gli studi su cellule di mammiferi possono essere condotti in vitro e in vivo. |
tests in vitro impiegano colture primarie o continue di cellule di roditori,
oppure colture primarie di cellule umane.

Naturalmente il tipo piu importante di studio su colture in vitro e la ricerca di
un effetto trasformante di sostanze chimiche. Il limite di questo tipo di
ricerca & che non tutti i cancerogeni, anche in presenza si sistemi attivanti,
sono capaci di provocare trasformazioni in vitro; percio, mentre un risultato
positivo € probante, non lo € un risultato negativo.

In cellule coltivate in vitro si ricerca anche la comparsa di aberrazioni
cromosomiche.

Con studi di bandeggiamento possono essere evidenziate anche alterazioni

minime. E’ owvio che anche in questo caso e significativo solo un risultato
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positivo, in quanto la mancanza di anomalie cromosomiche non esclude la
presenza di mutazioni.

Infine, in colture cellulari, I'effetto mutageno puo essere valutato esponendo
le cellule, dopo trattamento con l'agente in esame, a sostanze citotossiche;
cellule mutate possono diventare resistenti all’azione dell’agente citotossico.
| tests in vivo sono condotti con studi su cellule germinali o su cellule
somatiche.

| tests di mutazione delle cellule germinali richiedono molto tempo ed

elevato numero di animali.

166



| tests di mutazione delle cellule somatiche sono numerosi.

Un vantaggio dei tests in vivo € che le sostanze possono subire tutti i processi
di attivazione metabolica presenti nell’organismo; una limitazione di tali
tests e che essi permettono la valutazione di effetti mutageni che avvengono
in numero limitato di loci del genoma ed in numero limitato di tessuti. Vedi

tabella dove sono schematizzati i principali tests adottati.

Studi sul metabolismo comparato:

Recentemente sono stati sviluppati modelli di farmacocinetica e farmaco-
dinamica per incorporare nelle stime di rischio la diversita di specie nella
distribuzione del composto, nella eliminazione e nel suo metabolismo ed
inoltre i fenomeni di saturazione del metabolismo sia detossificante sia
attivante in senso oncogeno a dosi medio-alte.

Questo approccio e stato applicato al cloruro di vinile, al benzene, al
diclorometano.

E facilmente prevedibile, se non certo, che, in futuro, avremo disponibili
sempre piu dati di farmacocinetica e di farmacodinamica.

Quindi il capitolo dell’attivazione metabolica di xenobiotici cancerogeni,
finora ristretto a pochi e classici esempi di composti, verra arricchito nel

breve tempo di numerosi dati.

Studi delle relazioni fra struttura e attivita:

Gli studi di correlazione qualitativa e quantitativa tra struttura e attivita, fino
a poco tempo fa applicati quasi esclusivamente alla progettazione
farmacologica, si stanno recentemente rivelando interessanti anche
nel’lambito della tossicologia, particolarmente in mutagenesi e can-

cerogenesi.
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Esistono allo stato attuale due tipi di metodologie: 1) approcci extra-
termodinamici, 2) approcci di connettivita.

| metodi di tipo extratermodinamico prendono in particolare considerazione
le proprieta fisico-chimiche delle molecole in corso di studio e sono limitati a
studi struttura-attivita tra composti congeneri.

Finora questi metodi sono poco applicabili per I'analisi dell’attivita mutagena
e cancerogena di composti, comunque sembra che riescano ad individuare
situazioni di attivita o di non attivita, ma non forniscono indicazioni
guantitative.

| metodi di connettivita trattano I’attivita biologica e la struttura molecolare
secondo una diversa prospettiva rispetto all’approccio extratermodinamico.

In molti casi (specialmente tra i nuovi composti la cui po-
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TABELLA

Metodi di valutazione sperimentale dell'attivita oncogena

Test Effetto

Mutagenesi di procarioti in vitro (per es. Test di Ames) Mutazioni indietro o in avant di specifici ceppi barterici
(con aggiunta di S9)

Mutagenesi di procarioti mediata dall’ospite in vivo Mutazioni indietro o in avant di specifici ceppi batterici
P | pe PP
(eventualmente con I'uso di geni spia)

Induzione di anormalita spermatiche Spcrma microscopicamente anormale
Mutagenesi in cellule di coltura Rilevamento di mutazioni dominanti o legate
Mutazioni della neurospora Rilevamento di mutazioni

Ricombinazione mitotica di alleli di lievito

Conversione dallo stato eterozigote a quello omozigote
in st omozigote

Drosofila Test di letalita recessiva

Induzione di aberrazioni cromosomiche Alterazioni visibili del cariotipo

Test del micronucieo Comparsa micronuclei in celiule di midollo osseo in vivo

Scambio di cromaud fratelli Effetto visibile di errato scambio di cromatidi fratelii
marcati

Riparazione del DNA in vivo o in vitro Imprevista sintesi di DNA o rottura dell’elica del DNA

Fedelta della DNA polimerasi in vitro Alterata fedeha della sintesi di DNA in sistemi cellulari

Da: " Cancerogenesi professionale " di G. Melino, C. Melino, A. Columbano. In:

Lineamenti di Igiene del Lavoro. Agglornamenti integrativi 1992-1995. Edizioni

SEU. ROMA. 1995.

100



tenzialita mutagena e cancerogena risulta di notevole importanza), le
proprieta fisiche dei composti e dei loro costituenti sono sconosciute.

La differenza con l'approccio precedente e che il metodo di connettivita
riduce a differenti rappresentazioni le varie strutture chimiche.

| descrittori impiegati in questi metodi si basano sulla struttura atomica delle
molecole, incluse le connessioni di legame, e sono del tipo: numero di atomi,
numero e tipo di legami, peso molecolare dei composti, numero degli anelli,
oppure i coefficienti di ripartizione o i descrittori geometrici (volume

molecolare, assi principali e rapporti degli assi principali delle molecole).

Aspetti quantitativi della cancerogenesi:

Intimamente connessi con gli studi a lungo termine nella cancerogenicita dei
piccoli roditori sono gli aspetti quantitativi della cancerogenesi.

L'attivita di una sostanza cancerogena pud essere valutata in termini
guantitativi in base a due parametri: l'incidenza percentuale di tumori
indotti, cioé il numero percentuale di animali in cui compare il tumore
rispetto al numero di animali trattati e la durata del periodo di latenza prima
della comparsa del tumore; piu breve € tale periodo piu il cancerogeno e
potente .

E’ stata proposta diversi anni fa una formula, detta “indice di Iball” che

prende in considerazione entrambi i parametri:

incidenza percentuale X cento
Indice di Iball = (o di I carc) P

periodo di latenza in giorni



Ad esempio una sostanza che induce tumori nell’81 per cento dei topi
trattati, dopo una latenza di 90 giorni avra un Icarc = 81 x 100 : 90 = 90.

Una seconda sostanza che induce tumori nel 30 per cento dei topi trattati
dopo una latenza di 150 giorni avra un Icarc =30 x 100 : 150 = 20.

La prima sostanza e evidentemente un cancerogeno piu potente della se-
conda.

Una critica fondata che viene mossa all’indice di Iball € che esso non prende
in considerazione la dose di cancerogeno somministrata per cui per
paragonare con tale indice il potere cancerogeno di diverse sostanze e
necessario impiegarle alla stessa dose, il che molto spesso non e possibile.
Recentemente e stato proposto un altro indice di potenza cancerogena (K),

che prende in considerazione anche la dose di cancerogeno somministrata:

dove: In 2 & il logaritmo naturale di 2 (0,693).

D 1/2 significa la dose giornaliera in mg/Kg che induce tumori nel
50% degli animali trattati entro 2 anni.
Facciamo un esempio paragonando con questo metodo due noti

cancerogeni, il benzopirene e la benzidina.

Benzopirene: D 1/2 = 0,125 percio K= 0,692/0,125 = 5,5
Benzidina: D 1/2 =8,5 percio K =0,693/8,5 = 0,08

Il benzopirene risulta quindi 70 volte (5,5 : 0,8) piu potente della benzidina .
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E’ interessante notare che valutando con questo metodo la potenza cance-
rogena di diverse sostanze si € trovata una correlazione tra il valore di K e il
potere mutageno valutato con il test di Ames.

Sovente quando si parla di “dose” di un cancerogeno si intende non la
guantita ogni volta somministrata ma la dose totale, cioe il prodotto della
dose giornaliera per il numero di giorni di somministrazione: una sostanza
che si dimostra cancerogena in quantita di 2 mg al giorno, per 90 giorni, e
cancerogena alla dose di 180 mg.

Entro certi limiti vi € un rapporto lineare tra la quantita di tumori ottenuti e
dose totale: per una stessa sostanza, a parita di dose totale si ottiene un
uguale numero di tumori.

Ad esempio con una dose totale di 100 mg si ha un’incidenza di tumori di X%
sia che tale dose derivi da un trattamento con 0,5 mg per 200 giorni sia che
la dose derivi da un trattamento con 4 mg per 25 giorni.

Aumentando la dose totale aumenta l'incidenza dei tumori. Ma cio avviene
entro certi limiti; esiste una dose massima oltre la quale l'incidenza dei tu-
mori non aumenta ulteriormente, cosi come esiste una dose minima sotto la
quale non si hanno tumori .

In un sistema cartesiano con incidenza sull’ordinata e dose sull’ascissa (in
scala logaritmica) si ottiene un grafico ad andamento sigmoide. Paragonando
grafici ottenuti con diversi cancerogeni si puo dare una valutazione della
maggiore o minore cancerogenicita. Nell’esempio riportato nella figura il

cancerogeno A & pil potente del cancerogeno B;
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la dose minima efficace e inferiore per il primo cancerogeno per il quale la
curva sigmoide e spostata verso sinistra, verso dosi totali inferiori.

Negli studi di cancerogenesi chimica si sono osservati alcuni fenomeni molto
importanti che indicano che non si puo stabilire con certezza qual’e la dose
minima alla quale una sostanza cancerogena induce tumori.

Una prima osservazione e la seguente: si e detto che quello che conta ¢ la
dose totale di cancerogeno somministrato; ne deriva che per una stessa
sostanza la dose totale minima efficace € costante. Questo pero & vero solo
entro certi limiti. Nell’esempio riportato nella tabella i trattamenti (a, b, c)
rispettano questa regola: la dose totale minima efficace e intorno a 1000 con
trattamenti giornalieri di 30 o 10 o 3 mg. Nel trattamento (d) si osserva che
con una dose giornaliera di 1 mg la dose totale efficace risulta sensibilmente
inferiore. 1l caso (e) & ipotetico: € possibile che basse dosi giornaliere di
cancerogeno, somministrate per un periodo molto lungo (superiore al
periodo di vita dell’animale) possano essere efficaci con dosi totali molto
inferiori a quelle valutabili sperimentalmente .

Una seconda osservazione € la seguente: riducendo la dose giornaliera si
prolunga il tempo di latenza prima della comparsa del tumore.

Con certi cancerogeni la rappresentazione grafica, su scala logaritmica, del
rapporto tra dose giornaliera e latenza € data da una retta (vedi figura -
parte superiore). Estrapolando tale retta oltre ai valori determinati
sperimentalmente (cioé prolungandola al di sotto della linea orizzontale
tratteggiata dalla figura & possibile prevedere che per dosi giornaliere molto
basse ed apparentemente inefficaci il tempo di latenza sia molto lungo,
superiore al periodo di vita dell’animale. Si arriva alla seguente conclusione:
una sostanza risulta cancerogena in animali alla dose giornaliera X; tale

sostanza e assunta anche dall’'uomo in certe con



dizioni (ad esempio professionali) in dose giornaliera x:100. E’ lecito dire che
nell’'uomo tale dose non & pericolosa perché bassa?

Nelll'uomo la maggior durata della vita puo far si che la dose giornaliera
minima efficace sia molto inferiore a quella valutata sperimentalmente.
D’altra parte un fenomeno di estrema importanza che conferma che non e
possibile stabilire a priori la dose minima efficace di un cancerogeno, é il
fenomeno della co-cancerogenesi, per cui dosi di cancerogeno di per se
inefficaci sono rese sufficienti da situazioni o sostanze o trattamenti
favorenti o condizionanti la cancerogenesi.

Nell’'uomo la maggior durata della vita pud far si che la dose giornaliera
minima efficace sia molto inferiore a quella valutata sperimentalmente.
D’altra parte un fenomeno di estrema importanza che conferma che non e
possibile stabilire a priori la dose minima efficace di un cancerogeno, ¢ il
fenomeno della co-cancerogenesi, per cui dosi di cancerogeno di per se
inefficaci sono rese sufficienti da situazioni o sostanze o trattamenti

favorenti o condizionanti la cancerogenesi .



TABELLA

La dose minima efficace e costante solo entro certi limiti

Dose giornaliera di

cancerogeno (mg)

somministrazion

Gironi di

Dose totale

minima efficace

e
trattamentoa 30 34 1020
trattamentob 10 100 1000
trattamentoc 3 350 1050
tratatemntod 1 700 700
trattamentoe 0.1 ?7? ?7?

Da “Oncologia enerale” di E. Gravela. Ed. Piccin. Padova. 1989.
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PRINCIPALI MECCANISMI DI CANCEROGENESI CHIMICA

Si riporta in questo paragrafo una breve rassegna degli studi riguardo ai
principali meccanismi di azione degli agenti cancerogeni secondo un criterio
generale, omettendo ovviamente di scendere nei particolari, che esulano dai

fini del presente volume.



Le sostanze cancerogene agiscono in quanto chimicamente reattive e
rappresentate da una struttura elettrofila (ossia fortemente elettropositiva e
quindi in grado di stabilire legami covalenti con posizioni nucleofile delle
macromolecole alterandole).

L’addizione dell’elettrofilo puo avvenire su vari tipi di acidi nucleici e di
proteine, nonché di polisaccaridi. Si tratta, pertanto, di una reazione non
diretta ad un substrato specifico ma casuale.

La maggior parte dei cancerogeni hanno bisogno di essere trasformati per
intervento di enzimi in metaboliti reattivi capaci di reagire con le posizioni
nucleofile.

Per I'entita della reazione sui substrati molecolari non conta soltanto la
qguantita del cancerogeno e quindi la sua concentrazione nell’ambiente ma la
guantita della sua forma attiva in presenza del substrato nucleofili.

Nel determinare la quantita del cancerogeno terminale elettrofilo elemento
essenziale e la solubilita. Altro elemento e costituito dall’'organo in cui a
prevalenza si effettua il metabolismo. Alcuni cancerogeni hanno un bersaglio
diverso dall’organo in cui il metabolismo si effettua.

I DNA rappresenta il substrato il cui danno e rilevante ai fini della
trasformazione neoplastica. Infatti alterazioni steriche degli altri substrati
(tali da permettere la sopravvivenza della cellula) sono automaticamente
risanate quando il normale turnover consente di sostituire le copie
molecolari alterate.

Al contrario danni al DNA (anche limitati e compatibili con la sopravvivenza)
non sono suscettibili di riparazione in quanto comportano una stabile
modifica dell'informazione (e quindi di tipo mutagenico).

In tal caso il cancerogeno agisce come un inquinante dell'informazione

verosimilmente casuale (cioe tale da agire su tutta l'informazione senza



preferenze tra zone trascrivibili e zone mute, tra sequenze non ripetitive e
ripetitive).

Per questi ed altri motivi l'interazione con il DNA, benché non esclusiva (e
benché quantitativamente la meno rappresentata), & stata posta al centro
del problema rappresentato dal meccanismo d’azione dei cancerogeni. Di
molti cancerogeni sono stati isolati gli addotti con il DNA.

In alcuni casi esiste una relazione quantitativa soddisfacente tra potere
cancerogeno (o potere iniziante) e quantita legata al DNA (relazione che non
esiste quando il cancerogeno si lega ai vari tipi di RNA ed alle proteine).
Tuttavia, I'assenza di una relazione quantitativa con il DNA non depone
contro l'ipotesi del meccanismo mutagenetico.

Cio perché la quantita totale di cancerogeno legata covalentemente al DNA
puo essere costituita da un certo numero di tipi diversi di addotti e soltanto

uno (o parte di questi) puo essere significativo per la cancerogenesi .

Cancerogeni genotossici e non genotossoci (o epigenetici).

Appare utile ricordare che i cancerogeni chimici professionali vengono
abitualmente distinti, a seconda del meccanismo d’azione in due gruppi
fondamentali: cancerogeni genotossici, cancerogeni non genotossici (o
epigenetici).

| cancerogeni genotossici agiscono nello stadio della iniziazione, inducendo
un’alterazione, ereditabile, in genere irreversibile, nel materiale genetico.
Almeno in linea teorica essi possono agire anche dopo una singola
esposizione.

Posseggono una genotossicita:

a) diretta
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b) indiretta

a livello dell’acido nucleico, del gene, del cromosoma.

Per queste sostanze, apparentemente, non esiste una dose soglia. Ogni dose
porta quindi con sé il rischio.

D’altra parte alcuni autori ritengono che anche per i cancerogeni genotossici
esista una dose soglia a partire dalla quale i processi di inattivazione della
sostanza e di riparazione del DNA sono progressivamente saturati e che cio si
traduce in un incremento del rischio di iniziazione e di cancro, proporzionale
alla dose.

| cancerogeni epigenetici (non genotossici) agiscono invece come promotori,
non causando un danno diretto del materiale genetico.

Per queste sostanze, il potenziale cancerogeno e significativo solo per alte
dosi, che causano alterazioni biochimico-funzionali immunologiche, che
possono essere reversibili e che peraltro possono condizionare la abnorme
proliferazione di cellule gia “iniziate”.

L’esposizione a queste sostanze rappresenta un rischio qualitativamente
minore rispetto alla esposizione a genotossici.

Per i cancerogeni epigenetici e teoricamente possibile costruire una curva
dose-risposta ed identificare una dose soglia sotto cui non si verifichino
quelle alterazioni biochimiche-funzionali che portano alla cancerogenesi.
Nella tabella sono rappresentati alcuni agenti chimici genotossici e non

genotossici.

Cancerogeni diretti e cancerogeni indiretti.
| cancerogeni genotossici possono essere classificati in:
1) cancerogeni diretti;

2) cancerogeni indiretti.
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| cancerogeni diretti hanno la capacita di reagire direttamente con il DNA e
con gli altri biopolimeri senza preventiva azione enzimatica. A questo gruppo
appartengono le sostanze alchilanti che sono in grado di reagire con tutte le
basi azotate a vari livelli. Questi composti sono in grado di alchilare, cioe di
attaccare gruppi metilici o etilici ai biopolimeri a pH e temperatura fisiologica
con reazioni non veloci.

L’alchilazione degli acidi nucleici avviene prevalentemente a carico della
posizione 7 dell’adenina, della posizione 1 della guanina e 3 della citosina .
Cio puo comportare perdita di basi e quindi delezione, oppure mutazioni
puntiformi a seguito di errori di complementazione a causa delle basi al-
chilate durante la sintesi di nuovo DNA.

| cancerogeni indiretti invece, per poter reagire e formare addotti con il DNA,
necessitano di una attivazione metabolica a livello del sistema microsomiale
per azione di enzimi.

Le molecole estranee alla normale composizione delle cellule e dei tessuti e
che vanno ad interferire con il normale metabolismo, vengono definite
xenobiotiche.

Sono da considerare xenobiotiche sia per gli animali che per i vegetali tutte
le sostanze di sintesi come per esempio la maggior parte dei farmaci. Nelle
cellule queste sostanze incontrano un sistema enzimatico che & quello
microsomiale che le modifica metabolicamente, da poterle coniugare con
altre sostanze in modo cosi da renderle piu facilmente eliminabili.

In genere esse sono poco solubili e la coniugazione ha lo scopo di renderle
piu idrofile e quindi piu facilmente eliminabili. Per molte di queste sostanze

infatti la eliminazione non é affatto facile o a causa
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TABELLA

ESEMPI DI AGENTI CANCEROGENI GENOTOSSICI E NON GENOTOSSICI ( O EPIGENETICI )

CANCEROGENI GENOTOSSICI CANCEROGENI EPIGENETICI
COMPOSTI DEL CROMO ESAVALENTE ASBESTO
COMPOSTI DEL NICHEL ETANOLO
NITROSAMMINE 2,3,7,8-TETRACLORODIBENZO-PARA-DIOSSINA
NITROSUREA DDT
BENZOANTRACENE EPOSSIDO TETRACLORURO DI CARBONIO
DIMETILSOLFATO ESTERI FORBILICI
BISCLOROMETILETERE ESTROGENI
ANDROGENT
TETRACLOROETILENE
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della loro liposolubilita, oppure come nel caso degli acidi e delle basi
organiche deboli, a causa del loro riassorbimento tubulare.

Finalisticamente diretti a facilitare I’eliminazione degli xenobiotici attraverso
gli emuntori grazie alla formazione di composti dotati di maggiore polarita e
minore liposolubilita, questi sistemi possono dare origine a metaboliti attivi
provvisti di attivita farmacologica simile o diversa da quella della sostanza di
origine, o essere invece inattivi o avere addirittura effetti tossici.

Responsabili di questa attivita di trasformazione sono soprattutto i sistemi
microsomiali localizzati a livello del reticolo endoplasmatico liscio,
prevalentemente nel fegato e in minor misura nel rene e nell’epite-lio
gastrointestinale.

Distinguiamo pertanto tre gruppi di xenobiotici:

1) Xenobiotici metabolizzati da enzimi;

2) Xenobiotici escreti immodificati;

3) Xenobiotici che vanno incontro a modificazioni spontanee perché instabili
a pH fisiologico.

La maggior parte degli xenobiotici appartengono al primo gruppo e sono
soggetti ad ossidazione, riduzione, idrolisi e sintesi.

Queste in genere avvengono in due fasi catalogate come:

1) reazioni della fase |;

2) reazioni della fase Il.

Le reazioni della fase | sono dovute ad enzimi soprattutto epatici ed in minor
misura presenti in altri tessuti come rene, intestino e polmone.

Il sistema ossidante e basato su una catena di trasferimento di elettroni.
Sono interessati il citocromo P450, la citocromo P450 reduttasi e la fo-
sfatidilcolina.

Questi ed altri enzimi sono piu 0 meno rappresentati nei vari tessuti.
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Talora i tessuti hanno un particolare tipo di enzima che metabolizza una
particolare sostanza. Per esempio la pelle ha il citocromo P448 che meta-
bolizza il benzopirene che causa tumori cutanei. Cio spiega in parte il
tropismo d’organo di taluni carcinogeni.

| microsomi epatici sono in grado di catalizzare diversi tipi di reazioni
ossidative:

1) ossidazione degli anelli aromatici (produzione di fenoli);

2) ossidazione delle catene alchiliche (produzione di alcooli primari,
secondari e terziari);

3) epossidazione;

4) N-ossidazione (produzione di idrossilamina e N-ossidi);

5) sostituzione di S con O (conversione dei barbiturici in ossibarbiturici).

Le reazioni della fase Il interessano i composti contenenti gruppi attivi
funzionali quali idrossile, amminico, epossidi o alogeni e di conseguenza i
metaboliti delle reazioni della fase |I.

Gli enzimi responsabili di queste reazioni si trovano nel citoplasma e
catalizzano l'unione di un composto naturale o estraneo e di un suo meta-
bolita della fase | con un agente coniugante endogeno, facilmente reperibile
allo scopo di produrre composti piu polari, meno solubili nei liquidi e quindi
piu facilmente eliminabili dall’organismo.

| composti attivati nella fase | possono poi andare incontro a reazioni di
coniugazione con altre sostanze che in genere portano alla detossificazione
che riduce o abolisce la loro tossicita.

Il prodotto della coniugazione e quindi costituito da due parti: una e lo
xenobiotico o il suo metabolita di fase I, I'altro € un composto dell’or-
ganismo detto agente coniugante che deriva principalmente dalle proteine,

dai carboidrati e dalla dieta.
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Tra le reazioni di coniugazione la piu diffusa e quella con acido glicuronico.
Altri possibili tipi di reazione di fase Il possono essere la coniugazione con
glucosio, la coniugazione con aminoacidi, la sintesi di esteri solforici, la
metilazione e I'acetilazione.

E’ necessario un perfetto equilibrio tra le due fasi. Infatti solo quando le due
fasi sono in perfetto equilibro tra di loro gli xenobiotici potenzialmente
cancerogeni possono essere facilmente detossificati.

Quanto qui riportato circa le due fasi del metabolismo degli agenti can-
cerogeni genotossici indiretti potrebbe essere dimostrato anche per il
meccanismo di azione dei cancerogeni non genotossici (o epigenetici) che
agiscono non a livello della “iniziazione”. Potrebbero essere promotrici non

le sostanze come tali ma i loro metaboliti.

Soglia e valori soglia dei cancerogeni.

Il problema della esistenza di livelli di esposizione che non comportano alcun
effetto cancerogeno e dibattuto da molto tempo. A favore del meccanismo
di azione che prevede una dose soglia al di sotto della quale non vi & alcuno
effetto, sta ad esempio I'evidenza epidemiologica di un rischio cancerogeno
che si manifesta, per alcune sostanze solo per alte esposizioni.

Ad esempio sembra dimostrato che la leucemia provocata dall’esposizione a
benzene si impianti costantemente su una preesistente ipoplasia midollare.
Per tale patologia & possibile costruire delle curve dose-risposta ed
identificare una dose sotto la quale non si sviluppa I'emopatia. Prevedendo
questo danno si dovrebbe cosi restare al di sotto della soglia oncogena.

Il cloruro di vinile monomero (CVM) & metabolizzato principalmente attra-
verso processi di deidrogenazione che inattivano il composto; tuttavia il CVM

puo andare incontro a livello microsomiale ad una trasformazione in
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epossido, metabolita altamente reattivo e responsabile degli effetti can-
cerogeni (24).

Anche il diclorometano puo essere metabolizzato attraverso due diverse vie
di biotrasformazione; la prima prevede l'intervento del citocromo P450, la
seconda l'azione dell’enzima glutatione transferasi. E’ stato dimostrato un
effetto cancerogeno in roditori solo quando il composto € metabolizzato
principalmente per quest’ultima via.

Per questi composti una via metabolica verrebbe attivata quando l'altra &
stata saturata; esisterebbe pertanto una “dose-soglia” oltre la quale non
avviene la metabolizzazione a cancerogeno ultimo.

Inoltre, argomenti a favore dell’esistenza di una soglia, anche se di difficile
quantificazione, sono la presenza nella cellula di sistemi di riparazione che
devono anch’essi essere saturati ed il fatto che esistono dei meccanismi
immunologici che sono deputati alla soppressione e controllo delle cellule
cancerogene.

Tuttavia a favore dell’assenza di una dose-soglia sta I’evidenza sperimentale
ad esempio dei test di iniziazione e promozione che indicano I'esistenza di
una trasformazione cellulare ereditabile e permanente oppure la possibilita
di indurre tumori dopo singole esposizioni e dopo che la sostanza e stata
eliminata dall’'organismo da lungo tempo.

Appare evidente quindi come i diversi paesi ed organizzazioni nazionali ed
internazionali affrontino con approcci differenti la tematica dei valori limite
per oncogeni professionali. Valutando attentamente la situazione attuale
appare chiaro il ruolo di alcune sostanze o processi industriali nel
determinare neoplasie in lavoratori esposti.

D’altra parte esiste nella pratica quotidiana una accettazione del rischio

“controllato” che spesso deriva dal fatto che non e possibile eliminare alcune
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sostanze dai cicli tecnologici. Pertanto, nella pratica, I'esposizione ad agenti
cancerogeni € un rischio da considerare e da affrontare.

Sulla base delle conoscenze scientifiche attuali vi e peraltro incertezza circa il
meccanismo d’azione degli agenti cancerogeni e permangono dubbi riguardo
al fatto che possano essere individuati limiti di sicurezza.

In considerazione di queste incertezze I'International Labour Office (ILD)
ritiene che ai fini delle strategie di prevenzione, a meno che non esista
sufficiente evidenza epidemiologica del contrario, si dovrebbe assumere che
non esiste una dose soglia e che vi sia una relazione dose-risposta lineare.
Allo stesso tempo si dovrebbe tenere conto del fatto che, anche in assenza di
dose soglia, il rischio e proporzionale alla dose di esposizione. Cio significa
che per bassi livelli di esposizione il rischio puo essere tanto basso da non
risultare rilevabile e da essere considerato “accettabile” da un punto di vista
pratico.

Invero qualora venga stabilito che una determinata sostanza agisca con
meccanismo di tipo epigenetico, sembra giustificato fissare un TLV ed
adottare provvedimenti che mantengano condizioni di rischio “controlla-to”.
Nel capitolo VII sono riportati i TLV fissati dallACGIH per gli agenti
riconosciuti o sospetti cancerogeni per 'uomo. Ma sul valore di essi non vi e
accordo in seno alla comunita scientifica.

Secondo Michele Mazzella di Bosco (1981) poiché le curve (o relazioni) dose-
risposta sono sempre diverse per le sostanze epigenetiche e per quelle
genotossiche non & possibile ammettere e stabilire una soglia neppure per le
prime sostanze. Pertanto gli epigenetici non possono essere considerati
come meno dannosi.

La diossina (promotore) induce tumori epatici nel ratto a livelli estre-
mamente bassi e non e stata indicata una soglia al di sotto della quale il

tumore non si sviluppa.
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Dati sperimentali depongono contro I'ipotesi di un rischio piu basso per le
sostanze epigenetiche. D’altra parte una rigorosa distinzione fra oncogeni
genotossici ed epigenetici non e possibile.

L’esposizione a promotori (o a fattori favorenti cocarcinogeni) pud dare
luogo ad effetti genotossici quali danno del DNA e modifiche dei cromosomi.
Il meccanismo non & noto ma puo coinvolgere lo sviluppo di sostanze
reattive in grado di danneggiare il materiale genetico.

Il DDT, classificato come fattore epigenetico, induce livelli statisticamente
significativi di aberrazioni cromosomiche ed effetti citogenetici in cellule di
roditori, nonché aberrazioni cromatidiche in linfociti di soggetti
professionalmente esposti.

L’asbesto, considerato un fattore epigenetico, puo produrre effetti geno-
tossici (aberrazioni cromosomiche, etc.) in cellule di roditori ed & stata
evidenziata associazione di un aumento degli scambi intercromatidici (o tra
cromatidi fratelli) tra I'esposizione all’asbesto con I'associazione del fumo di
tabacco.

Non esistono d’altra parte criteri sicuri per distinguere fra genotossici ed

epigenetici.

Meccanismo di azione dei cancerogeni chimici:

| cancerogeni vengono divisi in varie categorie in base alla loro struttura
chimica, dimostrazione dei loro effetti sull’'uomo e su animali di laboratorio,
oppure in base ai dati di mutagenesi. Come si & anticipato nel paragrafo 3 vi
sono cancerogeni ad azione diretta per interazione sui componenti cellulari
(alchilanti, alchil-nitrosamidi, arsenico, ecc.) e ad azione indiretta che
richiedono una preliminare conversione metabolica in metaboliti attivi
responsabili della cancerogenesi (idrocarburi policiclici, amine aromatiche,

etc.).
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Le sostanze organiche ad attivita oncogena sono numerose e per giunta
molto dissimili tra loro per struttura chimica, aventi pero alcune attivita
comuni quale [l'azione citotossica, l'azione immunodepressiva, la
trasformazione nell’organismo in derivati piu reattivi, I'additivita delle dosi

somministrate. Abbiamo quindi sostanze organiche e sostanze inorganiche.

CANCEROGENI ORGANICI:

A) IDROCARBURI POLICICLICI

Gli idrocarburi policiclici sono sostanze chimiche costituite da piu anelli
benzenici condensati, in parte si trovano nel catrame, pece, paraffina, olii
minerali, fuliggine ed in parte vengono preparati per sintesi. Questi composti
sono largamente diffusi nell’ambiente (aria, fumi, cibi cotti). Il rischio di
contaminazione da idrocarburi policiclici € quindi molteplice: ambientale,
occupazionale ed individuale. Per quanto riguarda quello ambientale, &
possibile che le elevate quantita di benzopirene nell’aria di grossi centri
urbani possano contribuire alla maggiore incidenza di tumori polmonari
riscontrata nei componenti di popolazioni urbane, rispetto a quella di
popolazioni rurali. Per cio che riguarda la contaminazione professionale, il
primo esempio di cancerogenicita degli idrocarburi policiclici fu descritto da
un medico inglese, Percivall Pott, negli spazzacamini di Londra nel lontano
1775. In questi lavoratori era infatti evidente un’aumentata insorgenza di
tumori allo scroto, che fu addebitata alla persistente deposizione di fuliggine,
nella quale, in seguito, si dimostro la presenza di idrocarburi policiclici.
Questi ultimi, favoriti dalla situazione anatomica (presenza di pieghe
cutanee) e dalla scarsa igiene personale venivano efficacemente assorbiti e

data la loro scarsa idrosolubilita manifestavano in loco la loro
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cancerogenicita. Altri esempi di oncogenicita da idrocarburi policiclici sono
guelli rappresentati dalle forme di cancro cutaneo dei genitali o delle parti
scoperte degli addetti alla filatura del cotone, descritti in Inghilterra nel
1922, o il cancro dei pescatori e degli addetti alla catramatura.

Inoltre, piu recentemente, un’aumentata incidenza di tumori e stata os-
servata in lavoratori esposti ad elevate concentrazioni di benzopirene
nell’aria (addetti all'impermeabilizzazione di tetti, terrazze ecc.). Infine, il
rischio di tipo individuale & soprattutto legato all’abitudine del fumo.

Gli idrocarburi policiclici possono derivare in genere da tre nuclei fon-
damentali: antracene, fenantrene, pirene. Dall’antracene fortemente
oncogeni sono: 9-10-dimetilantracene, 1-2-5-6-dibenzoantracene, 1-2-
benzoantracene e relativi derivati metilici (dal 5-10-dimetilbenzoantracene
deriva il metilcolantrene uno dei piu potenti oncogeni). Dal fenantrene
inattivo derivano il 3-4-benzofenantrene, 1-2-5-6-dibenzofenantrene, ecc.
Dal pirene deriva il 3-4-benzopirene potente oncogeno ed il 3-4-8-9-di-
benzopirene. |l potere oncogeno degli idrocarburi policiclici e strettamente
correlato al numero degli anelli benzenici (il massimo potere oncogeno negli
idrocarburi policiclici non-sostituiti € correlato con un numero di anelli che
va da 4 a 6). Al di sotto ed al di sopra di questo numero non si osserva
oncogenicita. L'introduzione di gruppi metilici, in determinate posizioni,
modifica ulteriormente l'attivita oncogena di questi composti.
L'idrogenazione o |'alogenazione di essi porta alla riduzione o scomparsa del
potere cancerogeno, I'epossidazione invece |'attiva. In genere producono
tumori nella sede di applicazione (tipico il gia citato tumore professionale
diagnosticato dal Pott a carico dello scroto degli spazzacamini), in quanto
essendo fortemente idrofobici tendono a svolgere un’azione topica.

Le neoplasie da idrocarburi policiclici costituiscono i tre quarti di tutte le

neoplasie professionali, ed i maggiori responsabili dei tumori broncogeni e
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gastroenterici della popolazione. Agiscono per contatto (carcinomi
professionali alle mani e avambracci, allo scroto, alla lingua dei fumatori),
per inalazione (carcinomi bronchiali nelle industrie petrolifere, del gas
illuminante), per ingestione (carcinomi esofagei e gastrici nelle industrie del
pesce e carne affumicate). Il punto di attacco degli idrocarburi policiclici &
sulle macromolecole cellulari: DNA, RNA, proteine.

La metabolizzazione di queste sostanze, una volta arrivate nella cellula,
determina la formazione di epossidi e di altri derivati, che rappresentano la
forma attiva responsabile dell’attivita cancerogena e che interagisce con gli

acidi nucleici (Amiel).

B) ALCHILANTI DIRETTI

| composti alchilanti sono sostanze a struttura chimica diversa che hanno la
proprieta di cedere ad altri composti chimici un gruppo alchilico. Si citano i
gruppi delle mostarde azotate (dimetilcloroetilamina) e I'azo-iprite (gas
vescicatorio della prima guerra mondiale), gli epossidi (ossietilene), le
etilenimine (N-acetilenimine) ed il propiolattone. Molte di queste sostanze si
adoperano come prodotti intermedi nella produzione di un"ampia gamma di
materiali: nel campo industriale € molto diffuso il bis-clorometil-etere
(BCME) ed il clorometilmetil-etere (CMME), entrambi ad elevata azione
cancerogena con localizzazione a carico dei seni paranasali, del laringe
(Nelson). Per quanto riguarda il BCME, composto usato per la sintesi di
resine a scambio ionico, esso esercita una forte azione tossica a livello
polmonare e possiede attivita cancerogena sugli animali sperimentali.
Inoltre, & stata registrata un’aumentata incidenza di tumori polmonari in
addetti alla lavorazione delle resine. Piu recentemente, & stato dimostrato

come il BCME si formi anche a partire da formaldeide ed acido cloridrico,
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sostanze presenti nell’atmosfera di alcuni ambienti di lavoro. Rimane da
stabilire quale sia il grado di rischio di questi ambienti.

L’azione specifica di questa classe di composti sul DNA si traduce in danni
nucleari simili, come meccanismi e risultati, a quelli dovuti alle radiazioni
ionizzanti. Si riscontrano neoplasie ossee, polmonari, del tessuto mieloide e
linfoide. Alcune delle mostarde azotate sono anche citostatiche per cui
vengono usate in terapia: il vantaggio terapeutico va pertanto commisurato

al rischio di sviluppare una seconda neoplasia.

C) NITROSOCOMPOSTI

| nitrosocomposti, tra cui si annoverano le nitrosamine (dimetil o die-
tilnitrosamina, butil-nitrosamina. ecc.) e nitrosamidi (metil ed etil-
nitrosourea. ecc.) sono cancerogeni molto potenti per gli animali. Mentre le
nitrosamine necessitano di trasformazione metabolica da parte del sistema
delle monoossigenasi a funzione mista, le nitrosamidi si decompongono
spontaneamente. Producono tumori della vescica, rene e fegato in piccoli
roditori. | nitrosocomposti sono potenzialmente molto pericolosi per 'uomo.
E stato infatti dimostrato come nel tabacco siano presenti delle specifiche
nitrosamine, e come in aree geografiche in cui sia diffusa I'abitudine della
masticazione del tabacco (certe aree degli USA) si registri un’elevata
incidenza di tumori alla bocca.

Inoltre, & importante sottolineare come le nitrosamine, al contrario di altri
cancerogeni, possano essere sintetizzate dal’'uomo a partire da precursori
innocui quali i nitrati (usati come conservanti alimentari) e poliammine
(spesso presenti in alimenti e farmaci). Infatti, in opportune condizioni di
acidita di pH (come quello dello stomaco) si puo verificare una reazione di

nitrosazione che porta alla formazione di nitrosamine. Allo scopo di valutare
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la capacita nitrosante individuale & stato recentemente elaborato il test della
nitroso-prolina. Mediante questo test e stato possibile rilevare come
condizioni quali il fumo aumentino la capacita nitrosante individuale, e
come, al contrario, sostanze quali |'a-tocoferolo e I|'acido ascorbico
proteggano efficacemente dalla formazione di nitroso-composti nello

stomaco.
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D) AZOCOMPOSTI

Gli azocomposti sono composti chimici aventi due anelli benzenici con le-
game N-N, utilizzati come coloranti : tra essi vanno citati il p-dimeti-
laminoazobenzene (colorante del burro e della margarina), I'0-aminoazo-
toluolo, le azonaftaline, i benzocarbazoli. Tutte queste sostanze hanno in
genere un attivita cancerogena ridotta, pero elevata a dosi cospicue e con
diete particolari. La maggior parte & metabolizzata nel fegato ove inducono
modificazioni ultrastrutturali e legami con proteine dell’organo e con gli acidi

nucleici.

E) AMMINE AROMATICHE

Le ammine aromatiche comprendono la benzidina e la diclorobenzidina, il 4-
amminodifenile, il 2-acetilamminofluorene, la fucsina, le naftilammine (2-
naftilammina e forse la 1-naftilammina), la magenta e l'auramina, il 4-
nitrodifenile. Tra questi composti, la 2-naftilammina e la benzidina sono
prodotti di partenza per la sintesi di materie coloranti. La 2-naftilammina e
anche usata come anti-ossidante nell'industria della gomma. Questi
composti sono particolarmente pericolosi, in quanto 'uomo é tra le specie
piu sensibili. In un piccolo gruppo di diciannove addetti alla distillazione della
2-naftilamina in una singola industria, ben diciotto sono morti come
conseguenza di cancro alla vescica. Tutti i composti citati sono comunque
altamente cancerogeni e vengono assorbiti per via inalatoria e digestiva :
una volta passati in circolo vengono metabolizzati principalmente nel fegato,
ossidati in N-idrossiderivati e coniugati con acido glucuronico ed escreti per
via renale. A contatto della parete vescicale i metaboliti (ad esempio la 2-

naftilammina, il 4-amminofenolo, il 2-idrossi-4-amminodifenolo, il 2-

25



amminonaftolo) formano legami con molecole di DNA dell’epitelio vescicale
che prolunga l'azione di contatto (nelle urine si ha una concentrazione di
circa 900 volte rispetto al plasma). Vengono colpiti operai addetti alla
produzione di gomma, delle vernici, dei coloranti, del catrame, dell’industria
tessile, farmaceutica e di materie plastiche. Spesso il cancro vescicale e
preceduto da lesioni precancerose (iperemia, edema, papillomi, leucoplasie)
da cui si originano anche tumori altamente invadenti e metastatici. In questa
classe & da ricordare anche il 2,4-diaminotoluene. Questo composto, dotato
di attivita mutagena, nonché cancerogeno per il fegato di piccoli roditori,
presente insieme ad altre ammine aromatiche nei coloranti per capelli.

E interessante ricordare che il 2,4-diaminotoluene, cosi come altri composti
della stessa classe, presenta un netto aumento dell’attivita mutagena dopo
contatto con perossido di idrogeno, e che il perossido di idrogeno e usato
per ossidare le miscele di amine aromatiche in maniera da formare molecole
colorate, che vengono poi intrappolate nel fusto del capello. E possibile che
I'uso prolungato di questi composti, che possono essere assorbiti per via
cutanea, possa per un effetto di accumulo, essere associato ad aumentato
rischio oncogeno. Studi epidemiologici per

chiarire questo aspetto sono sicuramente auspicabili.

F) COMPOSTI VARI

Composti organici vari ad attivita oncogena. Composti di sintesi quali
cloroformio, tetracloruro di carbonio, etionina, ed altri presenti in natura
quali le aflatossine, la cicasina, l'uretano, tutte ad azione epatotossica
(steatosi o necrosi) seguita da focolai rigenerativi sui quali si localizzano poi
le alterazioni geniche e mutagene. L’aflatossina B1, un prodotto naturale di
una muffa, I’Aspergillus flavus, € uno dei piu potenti cancerogeni epatici

conosciuti (& cancerogena in pesci, uccelli, roditori e primati) ed e
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considerata responsabile dell’alta incidenza di carcinomi epatocellulari
riscontrata in certe aree geografiche dell’Africa ed Asia. In quest’ultimo caso,
rimane da stabilire con accuratezza quanto la comparsa del carcinoma sia da
addebitare all’aflatossina e non invece alla frequente presenza del virus
dell’epatite B.

Anche i farmaci possono agire da cancerogeni : alcuni citostatici, preparati
ormonici (dietilbestrolo), il fenilbutazone, la fenacetina e farmaci in cui sia
presente I’arsenico.

Il cloruro di vinile ha dimostrato la sua attivita cancerogena tanto da far
diminuire gradatamente il relativo TLV ambientale.

Studi sperimentali hanno svelato che per indurre la formazione dell’an-
giosarcoma epatico nel ratto sono sufficienti concentrazioni di 50 ppm di
cloruro di vinile nell’atmosfera (Kotin), che la sostanza pud provocare anche
la comparsa di tumori al cervello (glioblastomi) e pud essere assorbita per via
cutanea (Waxweiler).

La latenza del tumore € abbastanza lunga. Il rischio maggiore si e verificato
nelle operazioni di apertura e pulitura delle autoclavi in cui il cloruro di vinile
era polimerizzato (in questa fase si possono raggiungere concentrazioni locali

superiori a 10.000 ppm).

CANCEROGENI INORGANICI

L’arsenico & un cancerogeno noto fin dal 1820 quando fu rilevata la presenza
di carcinomi polmonari nei minatori addetti alla estrazione di minerali
arsenicali e negli addetti alle specifiche lavorazioni. Frequenti sono nei
contadini che utilizzano composti arsenicali come pesticidi. Si riscontrano
anche neoplasie esofagee ed epatiche in soggetti che fanno uso di acqua

inquinata da prodotti arsenicali (acquedotto di Reichstein). Anche I'impiego
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di farmaci a base di arsenico pud determinare particolari neoplasie.
D’altronde I'arsenico e i suoi composti possono causare anche tumori della
cute e del polmone.

| composti del cromo esavalente, il nichel in polvere o come vapori di nichel-
carbonile, determinano neoplasie delle cavita nasali, paranasali e del
polmone nei lavoratori addetti alle relative industrie chimiche. Il composto
piu implicato e il cromato di calcio.

Il cadmio e i composti del cadmio possono causare carcinomi della prostata e
tumori del polmone. | composti del nichel possono causare tumori del
polmone, delle fosse nasali e dei seni paranasali. Il berillio ha messo in
evidenza granulomi disseminanti nei polmoni con evoluzione in veri e propri
carcinomi polmonari. | sali di cobalto, di zinco, di rame hanno dimostrato
azione oncogena sperimentale .

L'asbesto determina un elevato rischio cancerogeno (pneumoconiosi da
asbesto, cancro broncogeno e mesoteliomi, questi ultimi assai rari nella
popolazione generale), che interessa i minatori, gli addetti alla raffinazione,
all'industria tessile e tutti coloro che comunque vengono a contatto con
prodotti dell’asbesto. Variabile e I'azione oncogena dei diversi tipi di fibre,
piu marcata per la crocidolite, minore per I'amosite e I'antofillite, minima per
il crisotilo. Lincidenza di tumori polmonari da asbesto € drammaticamente
piu alta in lavoratori che siano anche fumatori. L'asbesto, inoltre, in
associazione con il fumo di sigarette, e responsabile del cancro alla laringe. Il
riscontro autoptico di fibre di asbesto nei macrofagi polmonari di soggetti
non professionalmente esposti indica che il rischio oncogeno da asbesto non
e piu limitato all’esposizione professionale.

Infine va segnalata I'esposizione professionale alle polveri da legno duro, che
genera carcinomi ed adenocarcinomi alle fosse nasali e ai seni etmoidali : e

stato dimostrato che tali lavoratori presentano alterazione dell’attivita di
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depurazione mucociliare (Carter). Resta comunque da spiegare la natura

dell’agente cancerogeno.

Cancerogeni chimici non genotossici.

Numerosi studi hanno documentato I'azione cancerogena di una particolare
classe di composti, gli induttori della proliferazione dei perossisomi (PP).
Questa classe, che raggruppa diversi composti, alcuni dei quali
originariamente usati come ipolipidemizzanti (clofibrato, nafenopina, WY-
14,643), altri come plastificanti (dietil-esil-ftalato), hanno la comune
caratteristica di indurre la proliferazione dei perossisomi, organuli
citoplasmatici, caratterizzati da un alto contenuto di catalasi e enzimi
generanti perossido di idrogeno. Un’altra particolarita di questi composti e
che sono generalmente in grado di indurre epatomegalia, attraverso la loro
capacita di indurre proliferazione degli epatociti. L'esposizione cronica a
diete contenenti PP provoca il 100% di carcinomi epatici in ratti e topi. In
qualche caso si & anche osservata un aumentata incidenza di tumori in altri
organi, quali pancreas e testicoli. Nonostante numerosi studi intrapresi allo
scopo di dimostrare la capacita genotossica di questi composti, non esiste
nessuna evidenza di una loro capacita di formare legami covalenti con il
DNA, ne una loro eventuale attivita mutagenica. Conseguentemente, anche i
tests in vivo normalmente usati per stabilire la capacita iniziante dei
cancerogeni genotossici hanno dato risultati negativi. Diverse ipotesi sono
state avanzate per giustificare la cancerogenicita di questi composti. Tra
gueste, tre raccolgono il maggiore credito:

1) induzione di stress ossidativo cronico;

2) induzione di una cronica proliferazione epatocitaria;

3) promozione di cellule “spontaneamente” iniziate.
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Secondo la prima ipotesi, la esposizione ai PP determinerebbe uno sbhilancio
tra la produzione e la degradazione di perossido di idrogeno.
Contemporaneamente i PP inibiscono anche I'attivita di enzimi come la supe-
rossido dismutasi e GSH transferasi. La riduzione di questi enzimi potrebbe
risultare in una ridotta abilita nella detossificazione di idroperossidi organici,
tra i quali prodotti della perossidazione lipidica, che potrebbero a loro volta
causare direttamente, o indirettamente, danni alle membrane ed al DNA.

La seconda ipotesi € quella che addebita alla attivita mitogenica dei PP la
loro capacita oncogena. Poiché e stata dimostrata un’associazione tra
numero di cicli replicativi e frequenza di mutazioni, i PP aumenterebbero
I'incidenza tumorale favorendo la possibilita di conversione di addotti al
DNA, sia da fonte esogena che endogena, in mutazioni, prima del loro riparo.
La terza ipotesi prospetta I'eventualita che 'azione cancerogena dei PP si
svolga semplicemente favorendo, tramite proliferazione epatocitaria,
I’espansione clonale di cellule “spontaneamente” iniziate da agenti ancora
sconosciuti. Secondo questa ipotesi, i PP agirebbero dunque solo come
promotori.

Indipendentemente dal meccanismo di azione di questi composti, € evidente
che la presenza nelllambiente di sostanze in grado di sfuggire anche ai piu
sofisticati metodi di rilevamento dell’attivita mutagena, pone seri problemi
nell’individuazione di composti dotati di attivita cancerogena in vivo, anche
in considerazione della loro diffusione ambientale. Composti come il
deidroepiandrosterone, il 2,4 diclorofenossiacetato, di-etilexilftalato,
clofibrato, tutti appartenenti alla classe dei PP, sono infatti costituenti di

farmaci, steroidi, erbicidi e plastificanti.

Cancerogeni chimici genotossici.
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Dall’analisi dei vari cancerogeni chimici finora elencati risulta evidente che si
tratta di composti tra loro diversi, con diverse strutture e proprieta chimiche.
Esiste un meccanismo unico che possa giustificare il loro potere oncogeno?
Una considerazione generale € che la gran parte di questi composti
subiscono trasformazioni metaboliche da parte di enzimi.

Il processo metabolico conduce alla formazione di composti inattivi e
composti attivi. Questi ultimi sono altamente reattivi e quindi piu dif-
ficilmente identificabili rispetto ai composti di partenza, inattivi e stabili.
Nonostante questa difficolta, appare ormai evidente come tutti i
cancerogeni terminali abbiano una proprieta comune, e cioe quella di essere
fortemente elettrofilici (deficienti in elettroni), e quindi capaci di reagire
spontaneamente con gruppi nucledfilici. | centri nucleofilici, presenti sia nelle
proteine che negli acidi nucleici, includono atomi di azoto ed ossigeno negli
acidi nucleici ed atomi di azoto, ossigeno e zolfo nelle proteine. Dal
momento che molti procancerogeni danno luogo a diversi metaboliti
cancerogeni e a causa del fatto che vi sono siti nucleofili multipli in ciascuna
molecola, sono possibili diversi derivati legati a proteine, DNA e RNA. Studi
basati sulla relazione tra potere oncogeno e capacita di interazione con il
DNA, e sull’associazione tra danni al DNA in un particolare organo/tessuto e
comparsa del tumore in quel particolare organo/tessuto, fanno ritenere che
il DNA rappresenti la molecola bersaglio del cancerogeno. Da tutto cio risulta
evidente la necessita di sviluppare tecnologie idonee a controllare ed
analizzare i prodotti chimici prima di introdurli nell’lambiente per valutare a
fondo la loro possibile azione sui biopolimeri e soprattutto sul DNA in termini
di genoreattivita, o genotossicita.

Per genoreattivo intendiamo tutto cid che & in grado di reagire con il DNA.
Parliamo invece di agente genotossico per indicare tutto cio che € in grado di

disturbare il DNA nella sua struttura e/o funzione. Tra i genotossici sono
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inclusi gli agenti mutageni. E evidente che ogni qualvolta una mutazione si
verifica a livello delle cellule germinali essa viene trasmessa alla prole,
mentre quando interessa una cellula somatica essa si riscontrera solo nelle
linee cellulari derivate dalla cellula in cui si € manifestata la mutazione. In
ogni caso e di primaria importanza la capacita proliferativa della cellula
mutata. Infatti se la cellula non si divide, particolari sistemi enzimatici di
riparo del DNA, indotti dalla presenza di alterazioni al DNA stesso,
interverranno rimuovendo il danno e ripristinando una situazione di
normalita. In questa condizione, non si avra la fissazione del danno e quindi
I’evento mutazionale.

Questo tipo di osservazioni suggerisce dunque che la formazione di una
cellula potenzialmente tumorale sia la conseguenza di una alterazione di
un’“informazione cellulare unica” e quindi di una mutazione, vale a dire il
risultato di alterazioni chimiche di un gene individuale con formazione di un
allele mutato, ovvero alterazioni di un cromosoma che acquisisce o perde
una sezione per riarrangiamento.

Perché si abbia dunque un evento mutazionale e si possa determinare la
formazione di popolazioni cellulari genotipicamente alterate € necessario
considerare il ruolo svolto dai seguenti processi:

1) trasformazione metabolica del cancerogeno con formazione di metaboliti
altamente reattivi (con I'eccezione degli alchilanti diretti);

2) interazione di questi metaboliti con il DNA, ed intervento dei sistemi di
riparo;

3) fissazione del danno, mediante almeno un ciclo replicativo con conse-
guente formazione di una progenie caratterizzata da un alterato genotipo
(cellula iniziata).

Importante e che la replicazione del DNA non sia ne temporanea ne repara-

bile; cioe gli effetti del danno devono essere persistenti.

32



Metabolismo dei cancerogeni.

In base al loro meccanismo di azione i cancerogeni si possono distinguere in
due grandi gruppi: A) Cancerogeni diretti, B) Cancerogeni indiretti (36).

A) Cancerogeni diretti:

| cancerogeni diretti hanno la capacita di reagire direttamente con il DNA e
con gli altri biopolimeri senza preventiva azione enzimatica. A questo gruppo
appartengono le sostanze alchilanti che sono in grado di reagire con tutte le
basi azotate a vari livelli. Questi composti sono in grado di alchilare, cioe di
attaccare gruppi metilici o etilici ai biopolimeri a pH e temperatura fisiologica
con reazioni non veloci. L'al-chilazione degli acidi nucleici avviene
prevalentemente a carico della posizione 7 dell’adenina, della posizione 1
della guanina e 3 della citosina. Cio puo comportare perdita di basi e quindi
delezione, oppure mutazioni puntiformi a seguito di errori di
complementazione a causa delle basi alchilate durante la sintesi di nuovo
DNA. Si e inoltre visto che siti del DNA con frequenti effetti mutageni sono
'0° della guanina e I'0* della timina. Gli alchilanti possono essere
monofunzionali o bifunzionali e quindi indurre sostituzione nucleofila uni o
bimolecolare. In quest’ultimo caso l'alchilazione pud essere a ponte e

impedire quindi I'apertura della doppia elica del DNA.

B) Cancerogeni indiretti:

| cancerogeni indiretti invece, per poter interagire con il DNA, necessitano di
una attivazione metabolica a livello del sistema microsomiale per azione di
enzimi. Le molecole estranee alla normale composizione delle cellule e dei
tessuti vengono definite xenobiotiche. Per esempio un glicoside vegetale
nell’animale & xenobiotico. Sono inoltre da considerare xenobiotiche sia per

gli animali che per i vegetali, tutte le sostanze di sintesi come per esempio la
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maggior parte dei farmaci. La maggior parte degli xenobiotici che penetrano
nei tessuti corporei sono lipofilici e pertanto possono attraversare facilmente
la membrana lipidica. Una volta raggiunto il torrente circolatorio sono
veicolati ad opera di lipoproteine plasmatiche. Nelle cellule queste sostanze
incontrano un sistema enzimatico che e quello microsomiale che le modifica
metabolicamente in modo da poterle coniugare con altre sostanze cosi da
renderle piu facilmente eliminabili. In genere esse sono poco idrosolubili e Ia
coniugazione ha lo scopo di renderle piu idrofile e quindi piu facilmente
eliminabili.

Per molte di queste sostanze infatti la eliminazione e resa complicata o dalla
loro liposolubilita, oppure, come nel caso degli acidi e delle basi organiche
deboli, a causa del loro riassorbimento tubulare. Finalisticamente diretti a
facilitare I'eliminazione degli xenobiotici attraverso gli emuntori grazie alla
formazione di composti dotati di maggiore polarita e minore liposolubilita,
questi sistemi possono dare origine a metaboliti attivi provvisti di attivita
farmacologica simile o diversa da quella della sostanza di origine, o essere
invece inattivi o avere addirittura effetti tossici. Responsabili di questa
attivita di trasformazione sono soprattutto i sistemi microsomiali localizzati a
livello del reticolo endoplasmatico liscio prevalentemente nel fegato e in
minor misura nel rene e nell’epitelio gastrointestinale.

Generalmente, il metabolismo dei composti estranei (xenobiotici) nell’or-
ganismo (biotrasformazione) avviene in modo che si formino composti con
tossicita minore di quelli di partenza che possano essere facilmente
eliminati. Queste reazioni sono pertanto classificate come detossificanti.
Esistono anche xenobiotici che sono escreti immodificati o leggermente
modificati senza 'intervento degli enzimi.

Distinguiamo pertanto tre gruppi di xenobiotici:

1) xenobiotici metabolizzati da enzimi;
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2) xenobiotici escreti immodificati;

3) xenobiotici che vanno incontro a modificazioni spontanee perché instabili
a pH fisiologico.

La maggior parte degli xenobiotici appartengono al primo gruppo e sono
soggetti ad ossidazione, riduzione, idrolisi e sintesi. Esse in genere

avvengono in due fasi secondo lo schema:

XENOBIOTICO

Enzimi dellaz fase T j‘lt.tivaz.ionet
oanattivazione

Prodotti di ossidazione, riduzione e/o idrolisi

Enzimi dells fase IT l ITrattivazione

Prodotti di sintesi o coniugazione

Con le reazioni di fase | vengono introdotti nella molecola gruppi OH, COOH,

NH e SH in modo che i prodotti della fase diventano reattivi cosi da prendere
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parte alle successive reazioni sintetiche. E altresi evidente che i composti che
contengono naturalmente uno dei gruppi suddetti possono funzionare

direttamente da substrato per le reazioni di fase Il.

Reazioni della fase |

Sono dovute ad enzimi soprattutto epatici ed in minor misura presenti in altri
tessuti come rene, intestino e polmone. Il sistema ossidante & basato su una
catena di trasferimento di elettroni. Sono interessati il citocromo P 450, la
citocromo P 450 reduttasi e la fosfatidilcolina. La sostanza da ossidare si lega
alla forma ossidata del citocromo P 450 (Fe**), il quale viene ridotto (Fe*")
dalla citocromo P 450 reduttasi. Il gruppo alcolico pudo quindi essere
esterificato per es. con un residuo di acido glicuronico ed essere eliminato.
Se viene eliminato si parla di detossificazione altrimenti in mancanza di acido
glucuronico o per difetto di fase 2, il prodotto puo reagire con i biopolimeri e
causare un danno.

Un altro citocromo interessato nella fase | e il P 448. Mentre il P 450
idrossila, il P 448 epossida gli anelli aromatici. La fosfatidilcolina ha la
funzione di rendere piu accessibili agli enzimi queste sostanze poco
idrosolubili e non & implicata nella reazione. E importante inoltre tenere
presente che questi enzimi microsomiali hanno specificita di funzione e non
di substrato e pertanto possono essere attivi su substrati diversi. L'affinita
enzima-substrato non e in genere molto alta e pertanto il substrato si puo
staccare molto facilmente.

Un fatto importante e che gli enzimi della fase | sono inducibili. L'inducibilita
e geneticamente determinata come del resto geneticamente determinate

sono le differenze di attivita di questi enzimi e cid da ragione della grande
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variabilita individuale che si riscontra nella biotrasformazione dei farmaci.
Tipici agenti inducenti sono il fenobarbitale e gli idrocarburi policiclici.
L’aumento dell’attivita enzimatica € dovuta nel primo caso (fenobarbitale) ad
accresciute sintesi di P 450 e di P 450 reduttasi con modulazione positiva dei
corrispondenti geni.

Nel secondo caso invece (idrocarburi policiclici) la P 450 reduttasi non viene
affatto modificata e fa la comparsa una ossidasi qualitativamente differente.
Da cio si puo dedurre che recettori diversi e geni diversi sono coinvolti
nell’'induzione di queste due classi di sostanze. Anche il fumo di tabacco e un
potente induttore e infatti nella placenta delle fumatrici i citocromi
aumentano di 60-70 volte. Gli alogenati hanno una elevata capacita di
indurre i citocromi. Il fenobarbital € in grado di indurre il P 450, il
metilcolantrene il P 448, I'aroclor 1254 entrambi. Il piu potente induttore
oggi conosciuto € la diossina che ha dimostrato di poter indurre questi
enzimi praticamente in tutti gli animali. Al contrario, altri composti tra i quali
soprattutto i metalli pesanti sono forti inibitori del P 450, sia in quanto
inibiscono la sintesi del’eme sia perché accelerano la distruzione del
citocromo.

Questi enzimi sono piu 0 meno rappresentati nei vari tessuti. Per esempio la
pelle ha solo il P 448. Cio ci spiega perche il benzopirene per esempio da
tumore della pelle mentre l'acetilaminofluorene no in quanto manca
I'idrossilazione del NH, da parte del P 450.

Da tutto cio e evidente che 'uomo puo essere considerato sotto una indu-
zione costante operata dai fattori costituenti 'ambiente in cui vive. Da cio
scaturisce la possibilita di interferenze a seguito di esposizioni combinate a
diverse sostanze. L’aspecificita dell'induzione puo quindi essere una possibile
causa di formazione di un elevato quantitativo di intermedi tossici di una

sostanza chimica a seguito di esposizione ad un’altra sostanza chimica a
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causa della relativa persistenza delle alterazioni strutturali che

accompagnano il fenomeno dell'induzione e cioé l'ipertrofia del reticolo

endoplasmico liscio. E interessante notare come lesioni preneoplastiche in

organi e tessuti diversi abbiano in comune una ridotta capacita di attivazione

dei xenobiotici (Fase 1) ed un’aumentata attivita degli enzimi detossificanti

(Fase Il).

Questo le rende presumibilmente piu resistenti al trattamento con sostanze

in grado di indurre morte delle cellule normali.

| microsomi epatici sono in grado di catalizzare diversi tipi di reazioni

ossidative:

1) ossidazione degli anelli aromatici (produzione di fenoli);

2) ossidazione delle catene alchiliche (produzione di alcoli primari, secondari
e terziari);

3) epossidazione;

4) N-ossidazione (produzione di idrossilamina e N-ossidi);

5) sostituzione di S con O (conversione dei barbiturici in ossibarbiturici) (36).

Reazioni della fase I

Interessano i composti contenenti gruppi attivi funzionali quali idrossile,
amminico, epossidi o alogeni e di conseguenza i metaboliti delle reazioni
della fase I. Gli enzimi responsabili di queste reazioni si trovano nel
citoplasma e catalizzano l'unione di un composto naturale o estraneo o di un
suo metabolita della fase | con un agente coniugante endogeno facilmente
reperibile allo scopo di produrre composti piu polari meno solubili nei lipidi e
quindi piu facilmente eliminabili dall’or-ganismo. | composti attivati nella

fase | possono poi andare incontro a reazioni di coniugazione con altre
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sostanze che in genere portano alla detossificazione che riduce o abolisce la
loro tossicita. Il prodotto della coniugazione e quindi costituito da due parti :
una e lo xenobiotico o il suo metabolita di fase |, I'altra &€ un composto
dell’organismo detto agente coniugante che deriva principalmente dalle
proteine, dai carboidrati e dalla dieta. Tra le reazioni di coniugazione la piu
diffusa e quella con acido glucuronico e puo avvenire con i composti
contenenti tutti i comuni gruppi reattivi, per esempio OH, COOH, NH, ed SH.
Il donatore di acido glucuronico e I'acido UDP-glucuronico e la reazione &
catalizzata dalla glucuroniltransferasi con formazione di b-D-glucuronidi. Altri
possibili tipi di reazione di fase 2 possono essere la coniugazione con il
glucosio, la coniugazione con aminoacidi, la sintesi di esteri solforici, la
metilazione e I'acetilazione.

Da tutto cio scaturisce I'importanza di un perfetto equilibrio tra le due fasi
per far si che il meccanismo di detossificazione funzioni in maniera
soddisfacente. E evidente quali conseguenze pud avere per i biopolimeri
cellulari un eccesso di attivita delle reazioni di fase | dovuta per esempio
all’azione di sostanze che agiscono da induttori del sistema microsomiale
cosi come difetto di attivita enzimatica delle reazioni di fase 2 o una scarsa
disponibilita di substrati da coniugare ai prodotti della fase 1. Solo quando le
due fasi sono in perfetto equilibrio tra di loro gli xenobiotici potenzialmente
cancerogeni possono essere efficacemente detossificati. Le arilammine
vengono metabolizzate nel fegato ma il perfetto equilibrio tra le reazioni di
fase 1 e 2 impedisce la loro azione oncogena a questo livello. Solo nelle urine
a causa del pH sufficientemente acido e delle glucuronidasi batteriche puo
avvenire l'idrolisi del glucuronide formato nel fegato con la liberazione del N-
idrossi-4-aminodifenile che pud quindi reagire con i biopolimeri dell’epitelio

urinario formando addotti anche col DNA. Nella figura 5.1 sono riportati il
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metabolismo e i possibili meccanismi di azione di un cancerogeno indiretto

completo (iniziatore e promotore).

Interazione dei cancerogeni con il DNA.

A) Legami covalenti.

| cancerogeni chimici come gia visto differiscono notevolmente nella loro
struttura e reattivitd chimica. E perd altrettanto vero che I'aspetto comune
di tutti i metaboliti reattivi dei cancerogeni & rappresentato dalla loro natura
elettrofilica. Per tale caratteristica, questi metaboliti reattivi possono, una
volta formati, interagire con siti nucleofilici presenti nel DNA e nelle
proteine. Nella loro forma reattiva, la maggior parte dei cancerogeni
interagisce con il DNA con legami covalenti, che possono essere formati con
tutte le basi del DNA ed in misura minore con i fosfodiesteri. | gruppi
nucleofilici piu reattivi sono comunque rappresentati dall’azoto delle purine.
A parte quelli presenti nelle posizioni 3 e 7, gli atomi di azoto possono essere
impiegati in legami covalenti e idrogeno. L'N-1 della guanina e il sito piu
reattivo, seguito dal N-3 e N-7 dell’adenina. | cancerogeni interagiscono
comungque anche con altre posizioni nelle purine e pirimidine. | siti piu
frequentemente alterati dall’interazione con i cancerogeni sono: N-7, O°, N-
3, 2-NH, e C-8 della guanina; 6-NH,, N-I, N-3 e N-7 dell’adenina; N-3, 4-NH,,
O’ e C-5 della citosina e 0* e 0 della timina.

| cancerogeni in grado di produrre legami covalenti con il DNA sono: agenti
alchilanti, nitroso-composti, ammine aromatiche, azo-composti, idrocarburi
policiclici, aflatossina B1, e cloruro di vinile. E interessante notare come,
mentre alcuni alchilanti quali il metil metano sulfonato (che non & can-
cerogeno per il fegato di animali sperimentali) interagiscano soprattutto con

I’azoto in posizione 7 della guanina, senza produrre O-MeG (Figura 5.2),
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questa base metilata costituisca circa il 6% della metilazione totale in seguito

a trattamento con il cancerogeno epatico dimetilnitrosamina .

B) Legami non covalenti.

| legami non-covalenti possono essere divisi in due gruppi :

1) intercalazione o legame interno, caratterizzato dall’inserimento del

cancerogeno tra paia di basi della struttura del DNA;

FIGURA
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FIGURA 5.2
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2) allineamento o legame esterno, caratterizzato dall’interazione dell’a-gente
chimico con basi in siti non coinvolti nell’appaiamento. In questo caso, il
cancerogeno si lega perpendicolarmente al piano delle basi.

Il primo tipo di legame €& caratteristico di diversi farmaci, antibiotici, alcaloidi
e qualche cancerogeno. Quello esterno e relativamente debole se
paragonato al precedente e non si sa con certezza se possa avvenire in

condizioni in vivo.

DANNO AL DNA E MECCANISMI MUTAZIONALI

Nel Sesto Capitolo, a cui si rinvia, si sono spiegati alcuni meccanismi di
danno al DNA in rapporto ad agenti chimici ossidanti sia di natura endogena,
sia di natura endogena. In questo paragrafo intendo parlare riguardo a un
importante meccanismo: la formazione di addotti con il DNA, in cui 'agente
chimico si lega al DNA mediante legami covalenti..

La formazione di addotti agente chimico DNA provoca mutazioni che
conferiscono alla cellula caratteristiche pre - neoplastiche o neoplastiche.
Come si e gia detto, alcuni di essi ( addotti ), poiché forniti allo stato nativo di
gruppi elettrofili reattivi, possono agire come tali ( cancerogeni ad azione
diretta ). Ne sono esempi il dimetilsolfato, il beta-propriolattone, la N- metil-
N- nitrosurea, il dimetilcarbamilcloruro, il metilmetansolfonaton ed altri
agenti alchilanti ed acilanti. Qui si € fatto riferimento agli esperimenti sugli
animali di laboratorio. La stragrande maggioranza dei cancerogeni chimici,
tra i quali quelli menzionati in un paragrafo precedente, sono invece inattivi
allo stato nativo ed interagiscono con i siti nucleofili delle macromolecole
cellulari soltanto in seguito alla modificazione della loro struttura operata da
enzimi citoplasmatici o microsomiali.

Questa attivazione metabolica, che converte di per sé un composto di per sé

scarsamente reattivo ( pro- cancerogeno ) in grado di formare addotti con il
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DNA ( cancerogeno terminale ), pu0 avvenire in una singola tappa oppure
attraverso la formazione di uno o piu derivati intermedi ( cancerogeni
prossimali ). Sia i cancerogeni prossimali che i cancerogeni di partenza
possono essere anche trasformati, per lintervento di meccanismi di
detossificazione, in  composti idrosolubili facilmente eliminabili
dall’organismo ( escrezione ).

Il destino di una cellula esposta all’azione di un dato pro- cancerogeno
dipende quindi da quali reazioni, attivanti o detossificanti prevalgano al suo

interno. Questo fatto spiega il maggiore rischio neoplastico associato a

o I “

determinati genotipi “ null “ e dipende anche dalla entita e natura degli
addotti, nonché dal grado di efficienza dei meccanismi di riparazione del
DNA. Poiché la formazione di addotti tra agenti chimici e siti nucleofili del
DNA cellulare & unitamente ad altri fattori causa ( concausa ) di cancro i
ricercatori - sono molti anni ormai — studiano gli addotti del DNA con
particolare attenzione.

Come si e in parte gia scritto, numerosi cancerogeni chimici. Tra cui le N .
nitrosa mine, alchilano il DNA inserendo i gruppi metilici o etiloici in
corrispondenza di atomi di azoto o di ossigeno delle singole basi puriniche e
pirimidinche. Per quanto riguarda i nitroso composti il bersaglio
preferenziale dell’alchilazione & I'atomo secondario 6 ( Os ). La metilazione
di questi atomi di ossigeno fa assumere alle rispettive basi azotate una

particolare conformazione ( detta enolica ) e non chetonica, come di norma )

che consente la formazione di legami idrogeno con basi non complementari.

Infatti la 0 6 metilguanina si comporta come una adenina accoppiandosi con
una timina, e la 04 -metiltimina si comporta come una citosina accoppiandosi
con una guanina. Durante la replicazione del DNA, si possono quindi
verificare errate incorporazioni, con sostituzione di una coppia G — C con

una A—-Tediuna coppia A—Tconuna coppia G-C.
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Poiché la metilazione delllatomo 0s della guanina si verifica con una
frequenza dieci volte superiore a quella dell’ atomo 04 della timina I'0Os —
metil- dG rappresenta I'addotto dominante tra gli ossigeno — sostitutivi
nelle fasi immediatamente successive alla esposizione ai nitrosocopmosti.
Poiché esso e pero rapidamente rimosso dal DNA, in quanto specifico
substrato dell’enzima riparatore alchiltransferasi, chi permane & I'addotto
04- metil- dT cui va attribuita la maggiore responsabilita dell’effetto
oncogeno di molti agenti alchilanti.

Altro esempio che si fa e quello delle amine aromatiche che formano
differenti adotti con le basi puriniche. Alcuni di questi addotti sono acetilati
ed altri no. Gli addotti non acetilati causano una rilevante distorsione della
doppia elica del DNA e vengono rapidamente eliminati. Gli addotti acetilati
si inseriscono invece nei solchi ( principale e secondario ) del DNA e non ne
distorcono la struttura elicoidale. Tra questi ultimi addotti acetilati,
I’addotto dominante e quello che permane piu a lungo ( poiché lentamente
riparato ) & lo NAc-C8-dG, formatosi in seguito al legame dell’azoto aminico /
amidico aromatico del cancerogeno in posizione 8 della guanina. Questo
addotto, cui si attribuisce la maggiore responsabilita degli effetti oncogeni
delle amine aromatiche, provoca principalmente trasversioni G > T.

| principali addotti nucleici degli epossi — derivati degli idrocarburi policiclici
benzenoidi ( HPB ) sono formati con gli atomi di azoto primario in posizione 2
( N2 ) della guanina ed in posizione 6 ( N6 ) dell’adenina. Gli addotti HPB —
N2 —dG sono quelli dominanti: rappresentano piu del 90 % del legame che
gli agenti cancerogeni terminali stabiliscono con il DNA e sono responsabili

di gran parte dei loro effetti mutageni.

Cancerogenesi professionale e predisposizione genetica.
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Il DNA cromosomico & continuamente sottoposto a mutazioni dovute a pro-
cessi di disorganizzazione spontanea e di inattivazione localizzata, nonché al
danno provocato da agenti chimici diversi e radiazioni ionizzanti.

Sistemi enzimatici specifici attuano un continuo meccanismo riparativo del
genoma danneggiato.

In caso di inefficacia di tali sistemi possono originare mutazioni cromo-
somiche che in molti casi determinano anche la morte cellulare o neoplasie.
Vi sono delle malattie caratterizzate da elevata instabilita cromosomica,
qguindi da maggiore frequenza di mutazioni e neoplasie e verosimilmente da
una maggiore vulnerabilita da parte di agenti tossici cancerogeni chimici o
fisici.

Ricordiamo:

1) xeroderma pigmentoso: affezione caratterizzata da un difetto dell’en-zima
responsabile delle riparazioni ai danni del DNA che determina un rischio
elevatissimo di sviluppare tumori della cute in eta giovanile anche a causa di
lievi esposizioni alla luce solare;

2) atassia teleangectasia (o sindrome di Louis Barr): e caratterizzata da
atassia cerebellare progressiva ad esordio precoce, atassia-aprassia oculo-
motoria, teleangectasie congiuntivali e cutanee, infezioni recidivanti,
ipoplasia gonadica, ridotta immunita cellulare e/o umorale, aumentata fre-
guenza di neoplasie;

3) anemia di Fanconi: e caratterizzata da progressiva insufficienza midollare,
associata a malformazioni somatiche multiple soprattutto a carico dello
scheletro, lieve ritardo mentale, ipoevolutismo somatico e sessuale,
frequente sordita, iperpigmentazione cutanea, aumentata frequenza di

neoplasie (leucemia acuta);
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4) sindrome di Bloom (frequente negli Ebrei Ashkenazi): & caratterizzata da
un ritardo nella crescita, tipo prenatale, suscettibilita alle infezioni,
iperpigmentazione cutanea, eruzione teleangectasica del volto,
ipogonadismo, deficit immunologico, aumento di frequenza di neoplasie
(leucemia acuta non linfoide, neoplasie dell’intestino o del sistema linfatico).
Importanti sono gli studi di tali soggetti anche allo stato di eterozigoti (dato
che la condizione omozigote € estremamente rara) per individuare i soggetti
a rischio di esposizione a sostanze fisiche o chimiche cancerogene.

In futuro gli studi sul DNA potranno essere applicati anche alla popolazione

normale.

Oncogeni.

Gli oncogéeni sono dei geni trasformanti associati alle malattie neoplastiche,
che influenzano quindi la crescita ed il differenziamento cellulare,
producendo cellule con un fenotipo alterato che crescono negli animali come
tumori.

In genere essi sono delle forme attivate di geni cellulari (c - ONC) che sono
derivati da retrovirus tumorali a RNA (v - ONC). | protoncogeni sono la
controparte normale cellulare, non attivata; essi sono altamente conservati
nella evoluzione e, differentemente dagli oncogeni, sembrano essere
essenziali alle funzioni fisiologiche cellulari.

Gli oncogeni stimolano la crescita cellulare. Sono stati descritti numerosi
meccanismi d’attivazione dei proto-oncogéeni in oncogeni.

Va peraltro rilevato come nel meccanismo della cancerogenesi professionale
un ruolo pud anche essere svolto dall’attivazione di piu oncogeni che
funzionano come regolatori della proliferazione e differenziazione cellulare e
che verosimilmente sono influenzati dall’azione di fattori esogeni di natura

ambientale e quindi anche lavorativa.
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Il fenomeno della cocarcenogenesi.

Il concetto di cocarcenogenesi € un concetto molto vasto. Sostanze, fattori
definibili cocancerogeni sono quelli che favoriscono la comparsa di tumori
pur essendo di per se stessi cancerogeni.

Si potrebbero percio elencare centinaia di fattori che facilitano la can-
cerogenesi, che aumentano l'incidenza dei tumori.

Per ricordare un esempio importante gli ormoni sono fattori cocancerogeni
(si parla di cancerogenesi ormonale), in quanto sono necessari per la
comparsa e lo sviluppo di tumori detti ormono-dipendenti. Gli ormoni da soli
possono essere cancerogeni solo in casi particolari.

Sono cocancerogeni per 'uomo alcuni fattori alimentari, diversi componenti
del fumo di tabacco.

Il fenomeno della cocancerogenesi € molto importante nell’'uomo. Nella
cancerogenesi chimica un tipo di cocancerogenesi che ha sicuramente un
ruolo importante nella maggior parte dei tumori umani e la cocancerogenesi
detta “incompleta”.

Tale definizione deriva dal fatto che i tumori possono essere causati da
agenti causali incompleti: agenti cancerogeni veri e propri assunti in dose
non sufficiente ad indurre tumori (percio detti incompleti), agenti non
cancerogeni che rendono sufficiente ed efficace la bassa dose di can-
cerogeno assunta.

L’agente cancerogeno in questo caso e definito “agente iniziante”; I'a-gente
non cancerogeno e detto “agente promovente”. Sperimentalmente l'in-
duzione di tumori con agenti inizianti e promoventi & definita “cance-

rogenesi difasica” o anche “multifasica”.
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Cito gli esperimenti sulla cancerogenesi difasica-multifasica di Berenblum | e
Schubik P. (1947).

Un tumore cutaneo in un animale puo essere indotto applicando un cancero-
geno adatto ad esempio il benzopirene disciolto in acetone, con spennel-
lature ripetute ogni 2-3 giorni per 2-3 mesi. In genere insorgono dapprima
papillomi che poi evolvono in carcinomi. Oppure si hanno direttamente
carcinomi.

Se si sospende il trattamento quando insorgono i papillomi, questi possano
regredire; riprendendo il trattamento, anche dopo che i papillomi sono
scomparsi, anche a distanza di mesi, si ha comparsa di carcinomi. Si ot-
tengono carcinomi anche se la ripresa del trattamento e fatta non con so-
stanze cancerogene ma con sostanze particolari, di per sé non cancerogene,
come l'olio di Croton (olio di seme di Croton Tiglio, pianta tropicale),
sostanza flogogena molto usata in patologia sperimentale.

Il primo trattamento con cancerogeno e detto trattamento iniziante, il
secondo trattamento, che puo essere fatto con sostanza cancerogena (ben-
zopirene) o non cancerogena (olio di Croton) & detto promovente.

Quindi con questa metodica di induzione del tumore si possono distinguere
tre fasi: una fase di iniziazione, una fase di latenza ed una fase di
promozione, seguita da sviluppo del tumore.

Quest’ultima fase puo essere determinata dal cancerogeno stesso (che in tal
modo agisce sia da iniziante che da promovente), oppure da sostanze ad
attivita solo promovente.

Oltre all’'olio di Croton hanno azione promovente diversi fenoli, il Triidrossi-
antracene, gli esteri del forbolo (sostanze purificate dell’olio di Croton).
Esaminiamo bene in che cosa consiste la promozione.

La promozione puo essere indotta anche da traumi, ferite su cute “ini-ziata”.

Si tratta di un processo bifasico. E’ un processo inizialmente reversibile. Ma i
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traumi e le ferite devono essere cronici e ripetuti in quanto la promozione &
un fenomeno che richiede un trattamento ripetuto seppure al riguardo vi
sono diverse teorie .

Tra gli esteri del forbolo contenuti nell’olio di Croton il piu attivo ¢ il forbolo-
12-miristato-13-acetato, detto anche tetradecanoilforbolacetato o TPA che
da diversi anni & impiegato in ricerche volte a chiarire il meccanismo
dell’azione promovente e della trasformazione cancerosa in genere.

Le alterazioni piu importanti causate dal TPA sulle cellule e sui tessuti sono:
1) inibizione dei meccanismi di riparazione del DNA;

2) inibizione della differenziazione cellulare;

3) alterazioni della membrana cellulare;

4) induzione dell’attivazione del plasminogeno e di proteasi sulla superficie
cellulare;

5) modifica del metabolismo di fosfolipidi sulla membrana cellulare;

6) stimolazione di espressione di oncogeni cellulari e virali.

Generalmente oggi si parla per moltissimi tumori di cancerogenesi multi-
fasica tenuto conto che molte anomalie cellulari e marcata perdita di
differenziazione cellulare si determinano nella promozione secondo tempo e
nella progressione, fasi in cui si determinano anche sviluppi di cloni cellulari
fortemente anaplastici.

Cloni cellulari anaplastici si determinano con piu rapida progressione della
neoplasia anche a causa di trapianti ripetuti di tumore (can-cerogenesi
sperimentale) e verosimilmente dall’assunzione di sostanze chimiche

estranee (esogene) o da molecole presenti nell’organismo (endo-gene).

Alterazioni del DNA e meccanismi di riparazione del DNA.
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Da quanto precedentemente detto, risulta evidente la varieta di prodotti di
interazione tra cancerogeni e DNA. Allo scopo di ripristinare le normali
funzioni e struttura del DNA, la cellula ha sviluppato numerosi e sofisticati
processi atti alla riparazione del DNA alterato.

| sistemi di riparazione piu noti agiscono soprattutto su due tipi di danno:

a) sostituzione di singole basi. Si ha in questo caso un’alterazione nella
sequenza e non nella struttura generale del DNA;

b) distorsioni strutturali. In questo caso si ha un blocco replicativo e
trascrizionale. Un esempio di questo tipo di danno & quello rappresentato
dalla presenza di dimeri di pirimidine (generate dall’esposizione a raggi UV)
oppure dalla presenza di addotti.

| meccanismi di riparazione possono essere divisi in:

1) NER: Riparo per escissione di nucleotidi (Nucleotide excision repair);

2) BER: Riparo per rimozione di basi (Base excision repair);

3) mismatch repair:

4) riparo post-replicativo.

Il meccanismo di NER ¢ utilizzato per riparare la maggior parte delle lesioni al
DNA. E un sistema molto versatile, costituito da vari enzimi che sono in
grado di riconoscere il danno al DNA e, successivamente, di eliminare la
porzione dell’elica del DNA contenente il danno. La porzione di DNA
eliminata viene in seguito risintetizzata, utilizzando I’altro filamento di DNA
come stampo (Figura ).

La fase di riconoscimento ed incisione del DNA danneggiato avviene ad
opera di un complesso enzimatico chiamato endonucleasi, formato da varie
subunita. Nell'uomo, le varie subunita che costituiscono I’endonucleasi sono
codificati da geni diversi, denominati XP (XPA, XPB, XPD ecc.). Alterazioni a
carico del NER sono state riscontrate in individui affetti da xeroderma

pigmentoso. Questi individui presentano una elevata suscettibilita a raggi
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UV, con aumentata incidenza di tumori epiteliali, anche nell'infanzia. In
questi pazienti, una difettosa riparazione delle lesioni indotte da UV puo
portare ad un accumulo di questi difetti e quindi ad un’aumentata
probabilita di mutazioni se il DNA € in fase replicativa.

Nel caso del BER, il riconoscimento della lesione (in questo caso si tratta di
una base alterata) avviene ad opera di N-glicosidasi. Si tratta di enzimi molto
specifici, presenti nelle cellule piccole quantita, che sono in grado di
idrolizzare il legame glicosidico e staccare la base alterata (es. uracile N-3-
MeA, xantina ecc.). La base rimossa puo0 talvolta essere reinserita ad opera di
una insertasi; piu spesso, il sito apurinico (AP), derivante dall’azione della
glicosilasi, viene individuato da endonucleasi.

Le endonucleasi responsabili del riconoscimento e successiva rimozione del
sito apurinico sono codificate da geni diversi da quelli del sistema XP, che,
come accennato prima, sono coinvolti nel meccanismo NER. Ne consegue
che, nei pazienti affetti da XP sia difettoso il meccanismo di riparazione degli
addotti e dei dimeri di pirimidina, mentre e perfettamente funzionante il
meccanismo BER .

Un interessante meccanismo di riparazione del DNA coinvolge una proteina
accettrice di metili (metil-transferasi). Questa proteina & in grado di
riconoscere principalmente gruppi metilici legati all’O® della guanina che si
producono in seguito all’interazione di metaboliti finali di nitroso composti
ed agenti alchilanti diretti con basi del DNA. La proteina accettrice di metili e
in grado di legare un gruppo metilico su residui cisteinici. Questo legame &
irreversibile e porta ad una rapida inattivazione della proteina stessa. La
proteina € a sua volta inducibile e la sua induzione e dipendente dalla

presenza di DNA alchilato.

FIGURA 5.3
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Mismatch repair

Il meccanismo di “mismatch repair” e in grado di riparare alterazioni che si
verificano nel DNA durante la replicazione. Il tipo di danno riguarda, in
guesto caso, un incorretto appaiamento di basi (es. A=T —» A = C errore
replicativo). In questo caso il sistema di riparo non avrebbe nessuna
possibilita di riconoscere quale delle due basi (appartenenti ambedue al
DNA) sia quella incorporata in sede anomala. A questo proposito, esistono
alcune precauzioni che permettono di riconoscere il filamento appropriato.
Ad esempio, nel caso della deaminazione della 5-metilcitosina (5-MeC) a
timina, esistono sistemi speciali che agiscono a livello di GT e lo correggono
riportando sempre la giusta sequenza GC (invece di AT). Questo sistema
include i geni MutL e MutS che partecipano anche al meccanismo di
riparazione definito “dam” nei batteri. Nella E. Coli € possibile per il sistema
riparativo, individuare il filamento da riparare in quanto esistono, nel
filamento parentale, specifiche adenine che sono state metilate subito dopo
la replicazione da una metilasi (codificata dal gene dam) il cui target &
I’adenina in sequenza GATC. La correzione dell’errore avviene in questo
sistema, a livello del filamento non-metilato (e quindi di neosintesi) (36).
Vedi la figura 5.4.

Recentemente, e stata prospettata una relazione tra alterazioni nel mi-
smatch repair e certi tipi di tumori nell’'uomo. E’ stato infatti dimostrato che
tutti i tumori associati a “Cancro del colon retto non associato a poliposi
ereditaria” (HNPCC) hanno un’elevata frequenza mutazionale. La maggior

parte dei casi di HNPCC mostra difetti a livello di 4 loci che codificano per
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proteine omologhe del MutS e MutL batterici. Le cellule tumorali presentano

difetti in ambedue le copie del gene interessato.

Riparo post-replicazionale

o riparo per ricombinazione

Con il termine riparo post-replicativo o riparo per ricombinazione si intende
un sistema in grado di agire su un DNA in cui il filamento figlio abbia
replicato nonostante sul filamento parentale siano ancora presenti delle
lesioni. Esempio classico € quello rappresentato dalle lesioni indotte da
radiazioni UV, cioe dimeri di pirimidine.

Come illustrato nella figura la presenza di dimeri di timina nel DNA parentale
inibisce la replicazione del DNA, perlomeno nella zona contenente il danno.
La polimerasi sara in grado di continuare la replicazione in altre zone del DNA
non contenenti danni. In questo modo si avra nel filamento figlio la presenza
di numerosi gaps. La riparazione di

FIGURA 5.4
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FIGURA 5.5
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Da : “Cancerogenesi professionale” di G. MELINO, C. MELINO, A.
COLUMBANO in LINEAMENTI DI IGIENE DEL LAVORO. AGGIORNAMENTI
INTEGRATIVI. 1992-1995 di C. MELINO. SEU. ROMA. 1995. (pag. 369).

questi “gaps” (interruzioni) avviene attraverso I'induzione di un meccanismo
di ricombinazione che porta allo scambio di filamenti singoli. Si ha infatti uno
scambio fra filamenti : l'originale filamento parentale (non contenente
dimeri) & identico al DNA figlio contenente il gap. Attraverso il trasferimento
della porzione del DNA si ottiene la formazione di un DNA a doppio
filamento, nonostante possano essere presenti delle distorsioni strutturali; la
cellula € comunque riuscita a superare il blocco replicativo indotto dalla

presenza di lesioni al DNA. Questo tipo di riparazione ¢ legata al gene recA.

Sistema SOS

Molti trattamenti che inducono danni al DNA e/o inibiscono la replicazione in
E. coli, inducono una serie di cambiamenti fenotipici definiti come risposta
del sistema SOS. Questo sistema si basa sull’azione di due geni, recA e lexA.
Normalmente, gli enzimi di riparo del NER e del sistema post-replicativo sono
inibiti dalla proteina Lex-A. Allorché avvengono lesioni del DNA batterico tali
da essere incompatibili con la vita, la proteina Lex-A viene distrutta e
vengono sintetizzati gli enzimi di riparo. Per motivi che non conosciamo il

sistema SOS é spesso errato a causa di mutazioni.

Suscettibilita genetica all’azione dei cancerogeni.
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In riferimento a quanto riportato nei paragrafi 5.12 e 5.15 in biologia ci si
puo spiegare in parte 'ampia differenza tra individui nella suscettibilita delle
sostanze tossiche.

Nel caso della cancerogenesi si possono citare almeno le seguenti quattro

fonti di variabilita del rischio di cancro nell’'uomo:

1) un diverso grado e durata di esposizione a sostanze cancerogene;

2) una diversa suscettibilita genetica, per esempio legata al grado di
riparazione del DNA (con differenze fino a 200 volte tra un individuo e
Ialtro);

3) una differente capacita individuale di metabolizzare le sostanze can-
cerogene (polimorfismo metabolico);

4) errori di misurazione legati alla imprecisione degli strumenti di misura, in
ambito di epidemiologia molecolare.

In particolare e stato suggerito da numerosi studi epidemiologici che diversi

polimorfismi metabolici possono essere rilevanti per il meccanismo della

cancerogenesi.

Il primo ad essere studiato € basato sulla espressione polimorfica dell’enzima

epatico N-acetiltransferasi. Il riconoscimento del fatto che le arilammine

(ammine aromatiche), ben noti cancerogeni vescicali, richiedono

I’acetilazione per I'escrezione urinaria, condusse a studi rivolti ad esaminare

una possibile associazione tra il fenotipo “lento acetilatore” e il cancro della

vescica.

Come riferiscono Vineis P. ed altri (1994) lo studio epidemiologico piu noto &

quello svolto nel 1982 da R. Cartwright e colleghi riguardante un’indagine su

111 casi di cancro vescicale e 207 soggetti di controllo.

La proporzione di lenti acetilatori era del 67 per cento tra i casi e del 57 per

cento tra i controlli; tuttavia questa proporzione era straordinariamente
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aumentata in un gruppo di 23 casi esposti ad ammine aromatiche (tra le
quali la benzidina) per ragioni professionali.

In effetti 22 su 23 erano “lenti acetilatori” e l'unico “veloce acetilatore”
aveva un adenocarcinoma, cioé un tipo istologico differente da quello degli
altri 22 (carcinoma transizionale).

Gli studi come quello esaminato sono basati sulla distinzione nelle famiglie
tra “lenti acetilatori” e “veloci acetilatori” il cui carattere si trasmette con
una trasmissione genetica di tipo autosomico dominante.

Nel complesso gli studi sui polimorfismi metabolici e in generale sulla
suscettibilita genetica al cancro dovuto a sostanze cancerogene sono ancora
pionieristici e i loro risultati non sono certamente ancora utilizzati per finalita

di prevenzione o di sanita pubblica.

Oncogeni, geni oncosoppressori ed esposizione a sostanze chimiche.

Come riferiscono Vineis P. ed altri (1994) i protoncogeni sono geni normali
che se mutati e attivati a oncogéeni, causano alterazioni nella crescita e
differenziazione cellulare e aumentano la probabilita di una trasformazione
neoplastica.

| geni onco-soppressori sono invece geni che, se attivati, provocano altera-
zioni della crescita, in quanto normalmente regolano la replicazione cellulare
o addirittura difendono la cellula da lesioni al DNA.

Le prove del coinvolgimento di tali geni nella trasformazione neoplastica
sono di tre tipi: i saggi di “trasfezione” hanno dimostrato che geni mutati
inseriti nel nucleo cellulare di cellule normali sono in grado di conferire
proprieta maligne; alcuni cancerogeni chimici sono in grado produrre
mutazioni in loci specifici di proto-oncogeni, per esempio mutazioni nei

codoni 12 e 61 dell’oncogene ras da parte delle nitrosamine; tumori indotti
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sperimentalmente con sostanze cancerogene mostrano una elevata
frequenza di mutazioni di oncogeni, in particolare della famiglia ras.

Anche 'epidemiologia ha iniziato a considerare la frequenza di mutazioni in
oncogeni e geni onco-soppressori come eventi significativi nel processo della
cancerogenesi.

Vineis P. ed altri (1994) riferiscono su due studi effettuati.

Il primo, condotto nel 1992 da M. Hollstein e collaboratori, ha destato molto
interesse in quanto ha trovato che in aree della Cina e del Sud Africa, dove vi
e una elevata esposizione al cancerogeno aflatossina B1, il 50 per cento dei
soggetti con carcinoma epatico (8 su 16 in Cina e 5 su 10 in Africa) avevano
una specifica mutazione del gene oncosoppressore p53. Tale mutazione (una
“transversione” G-T) si verificava in un codone particolare (il 249) ed era la
stessa provocata in vitro dall’aflatossina B1.

Il secondo studio, condotto sempre nel 1992 da K. Wahakangas e collabora-
tori in 19 minatori dell’'uranio con il cancro del polmone, ha evidenziato che
sette minatori avevano mutazioni del gene p53 in codoni diversi dal 249 e di
un tipo abitualmente non trovato nel cancro del polmone.

A giudizio di Vineis P. ed altri (1994) quello che tali studi suggeriscono e che
diversi tipi di esposizioni cancerogene possano agire attraverso l'induzione di
danni specifici nei geni coinvolti nella cancerogenesi. In questi casi si apre
addirittura la possibilita di riconoscere a posteriori se un certo tipo di tumore
sia attribuibile ad uno specifico agente esterno.

Inoltre sono state studiate le catene di attivazione e di inibizione della
proliferazione cellulare che sono sotto controllo genico e che sono innescate
da fattori di crescita extracellulari, e che possono essere disturbate da agenti
oncogeni con esalazione delle catene di attivazione e/o depressione delle
catene di inibizione in caso di neoplasia. E documentato che il fenomeno

dell’“Apoptosi” (morte cellulare programmata) che & causa della morte
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fisiologica delle cellule anche mutate é sotto controllo genico (importante il
gene p53) pud essere contrastato da alterazioni del genoma indotte da
agenti oncogeni con anche esaltazione dei meccanismi responsabili di
bloccare la morte fisiologica (importante al riguardo il gene Bcl2). Sono stati
anche studiati i meccanismi delle modificazioni funzionali presenti nelle
cellule maligne (alterazioni delle connessioni cellulari : E caderine,
connessine, integrine, presenti nelle neoplasie) determinate anch’esse da
alterazioni del genoma cellulare. Gli addotti sostanze chimiche - DNA
potrebbero essere responsabili di queste alterazioni del genoma che causano
quindi : aumentata proliferazione cellulare, depressione dell’apoptosi,
alterazione delle connessioni cellulari (con conseguente diminuita adesione
cellulare), tutti fenomeni che sono caratteristici della cancerogenesi. Anche i
meccanismi di riparazione del DNA dei meccanismi di detossificazione degli
agenti xenobiotici potrebbero essere alterati dai cancerogeni professionali
sempre a livello genico. In conclusione nella tabella 5.2 sono rappresentati i
geni di malattie ereditarie coinvolti nella formazione di tumori. Il
meccanismo dell’apoptosi (o morte cellulare programmata) che come si e gia
anticipato ha anche il compito di portare alla morte le cellule mutate
contrastando la loro proliferazione incontrollata (caratteristica delle
neoplasie) pud venire reso meno efficace per la depressione (anche per
mutazioni del genoma) dei geni che attivano I'apoptosi (e che potremo
definire geni onco-soppressori) o per l'esalazione (anch’essa anche per
mutazioni del genoma) di geni che deprimono I'apoptosi (e che potremo
definire oncogeni). D’altronde il meccanismo dell’apoptosi come la sua
importanza nello sviluppo delle neoplasie (anche da agenti cancerogeni
professionali) & stata trattata anche tenuto conto di quanto ritenuto da
Gerry Melino, uno dei maggiori biologi molecolari a livello mondiale circa lo

studio dell’apoptosi.
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GENE PATOLOGIA CROMOSOMA FUNZIONE PROPOSTA DEL GENE

RB1 RETINOBLASTOMA 13q14.3 regolazione del ciclo cellulare, legame con E2F

p53 SINDROME LI-FRAUMENI 17p13.1 fattore di trascrizione

APC POLIPOSI ADENOMATOSA 5q21 legame con i microtubuli, regolazione di f catenina

MSH2, MLH1, CANCRO COLON-RETTO 2p16, 3p21, riparazione del DNA

PMS1, PMS2 2q32, 7p22

NF1 NEUROFIBROMATOSI 17q11.2 legame con i microtubuli

NF2 NEUROFIBROMATOSI 22q12.2 legame con proteine del citoscheletro

wrt1 TUMORE Di WILMS 11p13 repressore della trascrizione

p57/KIP2 SINDROME WIEDMANN-BECKWITH 11p15 regolatore del ciclo cellulare

PTCH CANCRO CELLULE BASALI 9g22.3 recettore di transmembrana per molecole
di segnale

BRCA1 CANCRO MAMMARIO 17921 interazione con la proteina Rad51

BRCA2 CANCAO MAMMARIO 13q12 interazione con la proteina Rad51

VHL VON HIPPEL-LINDAU 3p25 regolazione dell'elogazione trascrizionale

MET CANCRO PAPILLARE RENALE 7931 recettore di transmembrana per HGF

p16 (CDKN2) MELANOMA 9p21 inibitore di CDK4 e CDK® (chinasi ciclino
dipendenti)

CDK4 MELANOMA 12qi3 chinasi ciclino dipendente

MEN1 NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLA 11q13 non conosciuta

RET NEOPLASIA ENDOCRINA 10911.2 recettore di transmembrana di tipo 2 per GDNF

EXT1, EXT2, EXOSTOS| MULTIPLA 8qg24.1, non conosciuta

EXT3 11p11-13, 19p .

PTEN (MMACT)  SINDROME DI COWDEN 10923 fosfatasi simile alla tensina

ATM ATAXIA TELANGIECTASIA 11g22 riparazione del DNA

BLM SINDROME DI BLOOM 15026.1 DNA elicasi

XPB, XPD, XPA  XERODERMA PIGMENTOSO localizzazione multipla  riparazione del DNA

FACC, FACA ANEMIA DI FANCONI 9g22.3, 16g24.3 riparazione del DNA

Geni di malattie ereditarie coinvolti nella formazione di tumori.

Da “IL PROGETTO GENOMA PER COMPRENDERE IL CANCRO” di Dulbecco R.,

Zucchi I., Montagna C. in : “IL PROGETTO GENOMA” di Dulbecco R. e Vezzoni
P. LE SCIENZE EDITORE. MILANO. 1998.
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LA METILAZIONE DEL DNA - EPIGENETICA :

La metilazione del DNA consiste in un meccanismo epigenetico che le
cellule usano anche per gestire I'espressione genica in situazioni fisiologiche.
La metilazione quindi puo fissare il gene nella posizione di “ OFF “.

La metilazione del DNA fa riferimento all’aggiunta di un gruppo metilico (
CH3 ) al filo del DNA, spesso al quinto atomo di carbonio di un anello della
citosina. Questa conversione delle basi della citosina alla metilcitosina 5 e
catalizzata dall’enzima metiltransferasi del DNA ( DNMTs ). Questi residui
modificati della base citosina si trovano solitamente accanto ad una base
della guanina metilata ed il risultato € quello di due citosine metilate
posizionati frontalmente su fili opposti del DNA. La metilazione che quindi
pone il gene in posizione di “ OFF “ € importante nella cancerogenesi quando
il gene metilato ( quindi il gene reso inattivo ) € un gene oncosoppressore.
Le ricerche attuali indicano poi che i fattori ambientali sono in grado di
apportare modifiche all’espressione genica e che queste potrebbero essere
trasmesse dai genitori ai figli. Oltre questo importante meccanismo di tipo
epigenetico sono da fare alcune riflessioni che riguardano le modifiche
epigenetiche indotte dall’esterno del corpo ( esposoma ). Le modifiche
epigenetiche non agiscono sulla sequenza del DNA, ma cambiano il modo in
cui questo e impacchettato ed i geni vengono espressi. Alcuni studi
pubblicati sulla rivista Science dagli scienziati dell’Universita Cattolica di
Santa Cruz hanno mostrato come la memoria epigenetica possa essere
trasmessa attraverso le generazioni e di cellula in cellula durante lo sviluppo.

Lo studio ha riguardato una modificazione epigenetica di un gene
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dell’organismo “ modello “ Caenorhabditis elegans, metilato e responsabile
della sintesi di una proteina ( istone H3 ) relativamente all’aminoacido lisina.
L’epigenetica e la scienza che cerca di comprendere come il nostro Genoma
sia influenzato dai meccanismi che regolano |'espressione genica. Essa
fornisce anche la spiegazione di come il materiale genetico si possa adattare
ai cambiamenti ambientali. Secondo alcuni risultati delle attuali ricerche
apparirebbe che I'ambiente pud anche provocare cambiamenti di tipo
epigenetico i cui effetti possono essere visibili anche sulle generazioni
successive. Studi sui topi hanno dimostrato che il colore del pelo, che puo
essere marrone, giallo o a chiazze a seconda del grado di metilazione del
gene agouti durante lo sviluppo embrionale, € influenzato dalla dieta. Se
durante la gravidanza le madri venivano nutrite con supplementi a base di
acido folico o vitamina B12, che sono ricchi in gruppi metilici, la progenie
aveva soprattutto pelo di colore marrone, mentre le madri nutrite
normalmente ( senza supplemento di acido folico o vitamina B12 ) avevano
progenie con il pelo giallo.

Studi effettuati sui gemelli uguali ( monovulari ) hanno dimostrato che,
sebbene i due gemelli abbiano gli stessi geni, potrebbero esserci geni attivi in
un gemello e non nell’altro e viceversa. Cio vale a dire che due gemelli
monovulari possono essere identici geneticamente ma non da un punto di
vista epigenetico. Esperimenti effettuati gia nel 2005 condotti su 80 coppie
di gemelli monozigoti hanno rivelato che il loro DNA & differentemente
modificato con gruppi metilici. Quindi i geni non costituiscono un
programma di percorso unico ma sono, invece, strumenti concatenati con
gradi di liberta tali da “ auto-organizzare “ fasci di organismi diversi. La scelta
fra questi e dinamica e mai definitivamente fissata fino alla fine del ciclo
vitale. Quindi le cellule riceverebbero dall’esterno anche segnali per

determinare la espressione di geni specifici. Secondo M. Barbieri ( | Codici
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Organici. Edizioni PeQuod. Ancona. 2000 ): “ Il processo epigenetico che
porta dai geni all’organismo é costituito da una successione di assemblaggi
di due tipi diversi: quelli catalizzati, realizzati attraverso semplici reazioni
chimico —fisiche e quelli codificati, che richiedono l'intervento di adattatori
dotati di significato ( codici ). Allo stesso modo l'intervento di codici organici
viene invocato per comprendere come gli stimoli esterni possano arrivare al
genoma di una cellula determinando, come reazione, 'espressione di geni
specifici. Questo significa che le cellule usano segnali esterni per interpretare
il mondo, non per subirlo”. Secondo M. Barbieri esistono vere e proprie
memorie organiche accanto alla memoria genetica. Questa seconda
memoria “ epigenetica “ sarebbe infatti costruita durante lo sviluppo coni
processi a tappe dell’epigenesi, ossia con successive acquisizioni di nuove
proprieta. D’altra parte il processo dell’epigenesi, che trasforma il
genotipo ( informazione genetica ) in fenotipo ( I'organismo ), puo essere
visto come una serie di istruzioni logiche che danno luogo a reazioni
chimiche.

Le modificazioni epigenetiche consistono, da quanto oggi si conosce, in:

1) variazioni stabili del DNA o degli istoni che influenzano I'espressione
genica ma non consistono in variazioni di sequenza del DNA;

2) metilazione del DNA, di cui si & parlato sopra, in cui vi € assenza di
trascrizione ( al contrario I'acetilazione degli istoni attiva la trascrizione ). Si
ritiene che le modificazioni istoniche rappresentano un processo dinamico (
si parla di Codice Istonico ) la metilazione del DNA € considerata un evento
che puo essere stabile ed ereditabile;

3) l'acetliazione degli istoni, quindi attivazione della trascrizione;

4) regolazione genica mediante micro — RNA: sono state evidenziate
numerose sequenze di regolazione all'interno delle sequenze non tradotte.

In quanto esistono proteine che, legandosi a sequenze specifiche di RNA,
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controllano I'espressione genica a livello della traduzione ( vedi sintesi
proteica nel Sesto Capitolo );
5) imprinting: con questo termine si intende la condizione in cui uno dei
due alleli & reso silente da un danno epigenetico; il problema si crea se |l
gene espresso e danneggiato o contiene varianti che rendono |'organismo
piu vulnerabile a germi, agenti tossici, inquinanti, agenti cancerogeni.

3k 3k 3k sk 3k 3k sk ok sk sk 3k sk sk 3k ok sk kosk sk k
Per J. Monod il Dogma centrale della biologia implica che, dato un
particolare DNA, I'organismo pu0 assumere una ed una sola “ configurazione
“: il DNA, pertanto, e stabile ed assume la natura di un progetto senza
errori. Ma questa visione ha determinato a livello concettuale una netta
vittoria della concezione preformi sta su quella epigenetica. La biologia
molecolare contemporanea ha fatto verificare che in realta il Genoma
permette un forte livello di ambiguita in relazione al numero ed alle
probabilita delle conformazioni che un organismo, con uno specifico DNA,
puo assumere.
Nel differenziamento cellulare, durante le varie fasi dell’embriogenesi
interviene non solo I'apoptosi o morte cellulare programmata, ma anche
tutto il complesso di modificazioni epigenetiche che esaltano o silenziano la
espressione dei diversi geni.
E’ chiaro che una cellula dell’organismo differenziata per svolgere le sue
funzioni ha necessita di vedere modificata la espressione genica nel senso
della aumentata espressione di alcuni geni e quindi collocati in posizione di “
OFF “ altri geni non utili alle specifiche funzioni della determinata cellula di
uno specifico tessuto, di uno specifico organo. Si tratta quindi di
meccanismi fisiologici ( cioé di normale funzionamento ) che pero, in alcune

condizioni, molte delle quali facenti parti di situazioni dell’ambiente (

esposoma ) determinano effetti patologici. Si € visto, nel Sesto Capitolo, che
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I’esposoma ( ambiente esterno al corpo ) pud causare modificazioni
genetiche ( mutazioni ). Orbene I'ambiente medesimo ( esposoma ) puo
determinare modifiche di tipo epigenetico, non modificando la sequenza dei
nucleotidi del Genoma ma determinando una modifica della espressione dei
geni, ora permettendo ai geni di esplicare la propria funzione ora
collocandoli in posizione di “ OFF “. La metilazione dei geni, di cui si & appena
parlato, € uno dei meccanismi attraverso cui si attua la variazione della
espressione dei geni.

Lo studio comparato di diversi tipi di cellule ha permesso di evidenziare un
nuovo schema di metilazione del DNA tipico delle cellule staminali ( Vedi
Sesto Capitolo ) che pud spiegare in che modo esse stabiliscono e
mantengono il loro stato di cellule pluripotenti.

Sebbene il sequenziamento del Genoma Umano sia stato completato da
tempo e sia nota lintera sequenza dei circa tre miliardi di basi che
costituiscono il DNA, nessuno conosce la maggior parte dei meccanismi che
ne regolano la funzione. La mappatura dell’Epigenoma puo senz’altro
apportare maggior chiarezza. Si evidenzia un fenomeno: I'aumento della
comparsa in persone sempre piu giovani di patologie degenerative quali:
cancro, malattie autoimmuni, demenze, disturbi del comportamento,
patologie endocrine ( tra cui alcune forme di obesita ), diminuzione della
fertilita, problemi riproduttivi in generale. Desta allarme I'esposizione

w“,

crescente ad agenti quali “ distruttori o interferenti endocrini diossine,
benzofurani, policrolobifenili, pesticidi, fungicidi, idrocarburi policlici
aromatici, ormoni.  Queste sostanze si legano a specifici recettori cellulari
(il pia noto & I’AhR recettore nucleare per estrogeni ), con funzione di fattori
di trascrizione. Si viene cosi a creare una “ competizione “ con i fisiologici

ligandi ed una interferenza nel funzionamenti di settori fondamentali, quali

guelli riproduttivo, immunitario, nervoso, ormonale. Oltretutto tali sostanze
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sono persistenti nell’lambiente e nel corpo umano ( con emitiva dai 7 ai 10
anni ), lipofile e, nel feto in cui il tessuto adiposo non & ancora presente per
il resto del corpo, si accumulano nel Sistema Nervoso Centrale ricco di lipidi.
Queste sostanze chimiche possono avere un ruolo nella insorgenza di
tumori , anche di malattie allergiche, di difetti congeniti, di alterazioni della
fertilita, di altre patologie. Queste sostanze possono: a) modificare
direttamente il DNA e determinano mutazioni ( agenti genotossici ); b)
alterare anche all’inizio della vita ( feto ) I'espressione e la funzione dei geni
( comportandosi da agenti epigenetici ).

Nel precedente Sesto Capitolo si sono forniti richiami di Genetica e si sono
dati quadri di sintesi delle mutazioni cromosomiche e geniche.

Si e accennato al fatto che esistono mutageni chimici. Si tratta di molecole
che si combinano con il DNA oppure causano cambiamenti chimici nelle basi
nucleotidiche oppure sono simili alle basi nucleotidiche e vengono
incorporate al loro posto causando pero errori. Orbene, i fattori epigenetici,
che sopra sono stati elencati secondo le conoscenze attuali, non regolano
solo la espressione qualitativa e quantitativa dei geni ma anche la frequenza
di mutazione, ricombinazione, riarrangiamento dei genomi ( Vedi Sesto
Capitolo ).

In conclusione il processo di trascrizione del DNA tramite metilazione
consiste nel legame di gruppi metilici alle basi azotate del DNA. Negli
eucarioti ( a cui appartiene 'uomo ) avviene principalmente la metilazione
delle citosine e si associa a ridotto livello di trascrizione dei geni con effetti
favorenti, ad esempio, la cancerogenesi, qualora si tratti di inattivazione di
geni oncosoppressori.

Oggi sappiamo che alcune malattie hanno una base epigenetica, e per molte

altre si stanno accumulando evidenze in tal senso. Agli inizi degli anni 2000
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solo tre patologie erano considerate legate all’epigenetica: la sindrome di

Rett, la sindrome dell’X fragile e la sindrome ICF.

La sindrome di Rett & una grave malattia neurologica, che colpisce nella
maggior parte dei casi soggetti di sesso femminile.

La malattia e congenita, anche se non subito evidente, e si manifesta
durante il secondo anno di vita e comunque entro i primi quattro anni.
Colpisce circa un bambino su 10.000. Si possono osservare gravi ritardi
nell'acquisizione del linguaggioe nell'acquisizione della coordinazione
motoria. Spesso la sindrome € associata aritardo mentale grave o
gravissimo. La perdita delle capacita di prestazione € generalmente
persistente e progressiva.

La sindrome di Rett provoca gravi disturbi a molti livelli, rendendo chi ne &
affetto dipendente dagli altri per tutta la vita. La sindrome prende il nome da
Andreas Rett, il professore di origine austriaca, che per primo la descrisse nel
1966.

Nella maggior parte dei casi, la sindrome di Rett (RTT) e causata da mutazioni
sporadiche nel gene MECP2, localizzato sulla parte distale del cromosoma X
(precisamente nella zona Xq28), deputato alla produzione di una proteina
omonima.mTuttavia, sono anche stati osservati casi in cui, pur essendo
presente questa anomalia, i soggetti non soddisfacevano i criteri che
definiscono la sindrome di Rett. In meno del 10% dei casi, la sindrome &
causata da mutazioni nei geni CDKL5 o Foxgl. La Sindrome di Rett viene
inizialmente diagnosticata mediante osservazione clinica, ma la diagnosi e
definitiva solo quando si individua un difetto in uno dei suddetti geni. In
alcuni casi molto rari, non si riesce a individuare alcuna anomalia in tali geni,
e cio suggerisce che anche altri geni mutati possano causare sintomi analoghi
a quelli della RTT.

La sindrome dell'X fragile (o sindrome di Martin-Bell o FRAX) & una malattia
genetica umana causata dalla mutazione del gene FMR1 sulcromosoma X,
mutazione presente in un maschio su 4000 e in una femminasu 6000. Circa 1
su 256 donne sono portatrici di X-Fragile e possono trasmetterlo ai loro figli.
Circa 1 su 800 maschi sono affetti da Sindrome dell'X-Fragile; le loro figlie
saranno, a loro volta, portatrici del gene. Si contende con la sindrome di
Down il primato come causa genetica piu comune diritardo mentale (si
hanno comunque casi, anche in ltalia, di soggetti affetti da X fragile che
hanno frequentato l'universita).

Normalmente il gene FMR1 contiene tra 6 e 53 ripetizioni del codone CGG
(ripetizioni di trinucleotidi). Negli individui affetti dalla sindrome dell'X
fragile, I'allele FMR1 ha piu di 230 ripetizioni di questo codone. Questo grado
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di espansione provoca la metilazione delle citosine nel promotore del gene
FMR1, con conseguente silenziamento dell'espressione del gene FMR1. La
metilazione del locus FMR1, che é situato nella banda cromosomica Xq27.3,
provoca in quel punto la costrizione e la fragilita del cromosoma X,
fenomeno che da il nome alla sindrome.

| maschi portatori di un gene FMR1 con una significativa espansione del
tripletto CGG presentano i sintomi della malattia, visto che normalmente
possiedono una sola copia del cromosoma X. Le femmine, invece,
possiedono due copie del cromosoma X e pertanto hanno una probabilita
doppia di possedere almeno un allele funzionante. Le donne portatrici di un
gene FMR1 espanso su di uno solo dei due cromosomi X possono presentare
alcuni sintomi della malattia o essere normali.

A parte il ritardo mentale di grado variabile da moderato a severo, altre
evidenti caratteristiche della sindrome sono il volto allungato, grandi
orecchie, grossi testicoli (macrorchidismo), e basso tono muscolare. Le
caratteristiche comportamentali possono comprendere movimenti
stereotipati (ad esempio, battere le mani) e sviluppo sociale atipico, in
particolare timidezza e limitato contatto con gli occhi dell'interlocutore.
Alcuni individui affetti dalla sindrome dell'X fragile rientrano inoltre nei
criteri diagnostici dell'autismo.

La mutazione e metilazione del gene FMR1 porta all'abolizione della
produzione della proteina per cui il gene FMR1 codifica, detta FMRP (fragile
X-mental retardation protein). FMRP & una proteina legante gli RNA (RNA-
binding protein) espressa soprattutto nei testicoli e nel cervello, i tessuti piu
colpiti dalla sindrome. FMRP si associa ad RNA messaggeri codificanti
importanti proteine neuronali, e ne regola alcuni aspetti essenziali, quali il
trasporto lungo i dendriti verso le sinapsi e la traduzione in proteine. In
assenza di FMRP, molti degli RNA messaggeri bersaglio della proteina sono
deregolati e sono maggiormente tradotti in proteina. Emergono inoltre
nuove funzioni molecolari della proteina, quali la regolazione della stabilita
degli RNA messaggeri.

La IFC sindrome da instabilita centromerica, immunodeficienza e
dismorfismi (ICF) & una malattia rara autosomica recessiva, descritta in circa
50 pazienti, caratterizzata da immunodeficienza (anche se sono presenti le
cellule B) e da riarrangiamenti caratteristici in prossimita dei centromeri
(eterocromatina pericentromerica) dei cromosomi 1, 16 e, occasionalmente,
9. Altri sintomi variabili di questa sindrome, probabilmente
sottodiagnosticata, comprendono lievi dismorfismi, difetto di crescita e
ritardo psicomotorio. | livelli sierici di IgG, IgM, I1gE e/o IgA sono ridotti, anche
se varia il tipo di immunoglobulina deficitaria. Le infezioni ricorrenti

costituiscono il sintomo di esordio, di solito nella prima infanzia. La ICF
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coinvolge sempre un'ipometilazione limitata del DNA e di solito origina dalla
mutazione in uno dei geni delle DNA metiltransferasi (DNMT3B). La maggior
parte di questa ipometilazione del DNA avviene nelle regioni 1gh, 9h, e 16qh,
che sono il sito di delezioni dell'intero braccio, rotture cromosomiche e
cromatidiche, allungamento (decondensazione) e giunzioni cromosomiche
multiradiali nei linfociti stimolati con mitogeni. Attraverso un meccanismo
sconosciuto, il deficit di DNMT3B, che causa ICF, interferisce con la
linfogenesi (in uno stadio successivo alla determinazione di classe) o con
I'attivazione dei linfociti. Dopo l'identificazione di DNMT3B come gene-
malattia nella maggior parte dei pazienti con ICF, € diventata possibile la
diagnosi prenatale. Tuttavia, in considerazione della variabilita delle
mutazioni DNMT3B, & necessario effettuare preventivamente il
sequenziamento di entrambi gli alleli del gene in un consanguineo di primo
grado affetto. Il trattamento si basa sulle infusioni regolari di
immunoglobuline, per via endovenosa. Recentemente e stato tentato il
trapianto di midollo osseo.

Quello che e diventato evidente negli ultimi dieci anni & che la maggior
parte delle malattie multifattoriali e caratterizzate da eziologia non —
mendeliana sono o potrebbero essere indotte da alterazioni dell’epigenoma.
E fra queste, sono in primo piano i tumori, le sindromi neurodegenerative, in
generale, le malattie associate all'invecchiamento. Si deve ritenere che
I'’epigenoma ( cioe linsieme delle modificazioni epigenetiche di un
organismo ) viene stabilito alla fine dello sviluppo embrionale e poi
mantenuto, a fronte di alcune regolazioni, durante tutta la vita

dell’individuo. Nel corso della vita adulta, I'epigenoma puo essere soggetto a

o o o o“

non normali “, “ non fisiologiche “, “ patologiche

o

modificazioni che
causano cambiamenti nello stato di attivazione di un gene. Facendo
riferimento come esempio ai tumori, I'ipometilazione di un oncogéne o la
ipermetilazione di un gene oncosoppressore danno luogo all’attivazione del
primo ( oncogene ) ed al silenzia mento del secondo ( gene oncosoppressore
), creando un disequilibrio che puo tradursi nella insorgenza di una

neoplasia. Quindi I'ambiente ( esposoma ) agisce piu direttamente
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sull’epigenoma ( assetto cromatinico — istone, RNA minori, proteine ) ed
attraverso questo sul Genoma. Si puo anche ritenere che i caratteri
individuali ( fenotipo anche patologico ) sono determinati dall’epigenoma
oltre che dal Genoma. Sono stati d’altra parte identificati numerose classi
di prodotti chimici ambientali che possono modificare I’ epigenoma e che
includono: metalli ( cadmio, arsenico, nichel, cromo, metilmercurio );
prolifera tori dei perossisomi ( tricloroetilene, acido dicloroacetico );
inquinanti dell’aria ( PM 0,1 - 2,5 - 10 ), carbon black, benzene );
distruttori endocrini ( EDCs ) e prodotti tossici per la riproduzione ( DES,
bifenoli A, inquinanti persistenti, diossina ). Poiché questi mutamenti
epigenetici sono numerosi, potenzialmente cumulativi e si possono
sviluppare in qualsiasi tempo, pud essere molto difficile stabilire le relazioni
causa — effetto tra i fattori ambientali, mutamenti epigenetici ed insorgenza
di malattie.

D’altra parte il meccanismo di silenziamento dei geni ad opera della
metilazione e di agenti metilanti e 'ipotesi che il fenotipo cosi costituito sia
reditabile riporta in auge ( e lo si € gia scritto nel Capitolo Sesto ) la teoria di
Jean Bapitiste de Lamarque secondo la cui ipotesi “ 'uso crea e modifica
l'organo “. Al riguardo I'potesi di Darwin e cioeé che I'evoluzione fosse
dovuta solo ad occasionali mutazioni genetiche e piuttosto riduttiva, perché
non € molto probabile che un errore possa avere grandi possibilita di
sopravvivenza e portare ad un miglioramento della specie. E’ da tenere
presente che l'influsso dell’lambiente sulla popolazione umana ( ma la
questione riguarda anche il regno vegetale e gli animali ) porta ad un
comune adattamento che pudo ( € questa la straordinaria ipotesi che
formulano gli scienziati ) essere memorizzato dalle cellule, le quali sono
intimamente connesse tra loro e, allo stesso modo che le cellule staminali,

determinano il futuro sviluppo dell’intero organismo. Non e del tutto illogico
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formulare l'ipotesi, che pero va confermata dalla sperimentazione scientifica,
che l'intero organismo possa a sua volta influenzare le cellule germinali. La
differenza fondamentale tra il darwinismo ed il lamarkismo €& che nel
darwinismo opera la selezione naturale che appare la discriminante nella
replicazione cellulare e degli individui ( perché sopravvivono solo gli elementi
piu resistenti ) mentre nel lamarkismo opera la modifica appropriata degli
organi fenotipici che e dovuta al comportamento ed all'interferenza
dell’ambiente sul genoma. Secondo la teoria darwiniana l'influenza tra il
comportamento dell'individuo e la modifica di una generazione ( per
mutazione casuale ) non & diretta né sempre operante, il risultato &
comunque dovuto a trasformazioni che possono essere indotte anche
dall’lambiente nel senso di interferenze casuali con il DNA che ne risente in
un modo o nell’altro non direttamente correlato alle intenzioni del fenotipo,
ma che comunque alla fine del processo tornano utili e riescono a replicarsi
nelle successive generazioni ( perché si tratta di mutazioni germinali ). Gli
scienziati nel corso dell’epoca successiva a Darwin hanno ripreso I'esempio
delle giraffe dove non avviene che il loro collo si allunghi perché mangiano le
foglie in alto sugli alberi ma perché in un determinato contesto arboreo e
selvatico le giraffe hanno avuto negli antenati una mutazione germinale che
ha fatto loro allungare il collo e causato una maggiore capacita di prodursi
cibo e quindi ha favorito la sopravvivenza.

A livello di biologia molecolare il cambiamento che genera la biodiversita e

III

prodotto talvolta da elementi trasponibili ( trasposomi ), dal “ crossing over “
nella meiosi delle cellule germinali ( divisione delle cellule germinali e loro
ricomposizione ), da molteplici modalita di interazione epigenetica: tutte
situazioni che agiscono sulle effettive possibilita di espressione del DNA. Si
tratta di avere qui elencato alcuni dei processi che garantiscono a livello

molecolare la varieta selettiva delle configurazioni genetiche che a loro volta
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consentono la variazione, I'adattamento e I'evoluzione. In particolare le
modifiche a carico delle proteine della cromatina e del suo rimodellamento
possono influire direttamente sulla variazione della espressione dei geni ( di
cui qui si e data molta enfasi al meccanismo della metilazione del DNA
perché si stanno effettuando molti studi al riguardo ). D’altra parte, come
scritto in premessa, sia per raggiungere la differenziazione cellulare sia per
mantenerla ( cellule endocrine secretrici, cellule epiteliali di difesa con ciglia
della mucosa respiratoria, cellule che assorbono sostanze alimentari come le
cellule della mucosa intestinale, cellule che provvedono alla produzione di
tessuto osseo come gli osteociti, cellule che provvedono al riassorbimento

osseo come gli osteoclasti, etc ), le cellule di uno specifico organo, di uno

specifico tessuto esprimono e mantengono espressi solo i geni necessari alla

loro attivita. E’ piu facilmente comprensibile che se i cambiamenti
epigenetici riguardano I'ovulo materno allora tali cambiamenti epigenetici
possono essere ereditati. Piu difficile € accettare I'ipotesi anche ammessa
da alcuni scienziati ma frutto oggi di avvincenti ricerche scientifiche che le
modifiche epigenetiche acquisite dalle cellule somatiche possono essere
trasmesse alle cellule germinali ( mediante messaggeri chimici ? ).
Resterebbe invece confermato che durante la ricomposizione del DNA
durante la meiosi i cambiamenti epigenetici scompaiono senza potere
essere ereditati. Pertanto la biodiversita in natura che permette Ia
coesistenza di una vasta eterogeneita di esseri viventi si giova anche delle
ricerche scientifiche derivate dallo studio della informazione epigenetica
generata  dall’ambiente sulla effettiva traduzione delle informazioni
codificate nel DNA che superano ormai la precedente semplificata
concezione della diversita basata solo sul Genoma che trascurava cosi il fatto
che la complessita delle variazioni interindividuali derivava anche da

modificazioni epigenetiche. La vita quindi — & quanto oggi si ritiene — viene
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codificata non solo dal proprio Genoma ( che puo subire mutazioni causate
da fattori ambientali: esposoma ) ma pud anche essere costruita
epigeneticamente da molteplici fattori ambientali ( anche in questo caso
esposoma che non causa perd mutazioni nel senso tradizionale del termine
ma modificazioni epigenetiche come il silenziamento di geni ( ad esempio
mediante la metilazione ). Quindi si tratta di modifiche dell’espressione
genica indotte dalllambiente senza che venga cambiata la sequenza
codificante del DNA ( come invece accade nelle mutazioni ) ma
determinandosi, sempre da parte anche dell’ambiente, una attivazione
selettiva del modo in cui i geni vengono espressi.

Queste deduzioni delle nuove ricerche scientifiche da un lato portano nuova
luce al meccanismo della cancerogenesi ( ricordiamo la ipometilazione di
oncogeni che aumenta la loro espressivita e la ipermetilazione che riduce la
espressivita dei geni oncosoppressori > entrambi i meccanismi favorenti la
insorgenza di neoplasie ) e dall’altra sovvertono alcune certezze che la
Medicina Legale Previdenziale pareva avere raggiunto — nell’ambito della
oncogenesi multistage - allorche i cancerogeni epigenetici venivano
considerati solo come promotori e talvolta dotati di minore efficienza
causale rispetto ai cancerogeni genotossici considerati come iniziatori e
quindi ritenuti i veri responsabili del processo neoplastico.

Ma d’altra parte una visione piu completa del meccanismo ontogenetico, in
cui e dato ormai di accettare che l'ipotesi di Knudson sullo studio nel retino-
blastoma conferma che per lo sviluppo di una neoplasia sono necessarie piu
mutazioni ( i ricercatori oncologi parlano di 6 — 7 mutazioni — e nel caso di
cancro familiare ed ereditario le mutazioni potrebbero essere di numero
inferiore ) mette in evidenza come sia difficile attribuire al solo agente
genotossico la qualifica di agente causativo dotato di proprieta della

necessarieta ai fini dello sviluppo di una neoplasia e relegare l‘agente
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epigenetico al ruolo di solo agente concausativo, solo dotato del ruolo di
agente concausale seppure efficiente e determinante. Nel capitolo dello
studio del nesso causale dei tumori professionali, che sara oggetto di uno
dei prossimi Capitoli, fardo notare che generalmente, salvo rare eccezioni
dovute a studi epidemiologici che confermano |'eccesso significativo di
morbilita per tumore causato da agente cancerogeno epigenetico e non
genotossico, |'affermazione che un agente cancerogeno per determinare
effetti oncogenetici debba necessariamente essere genotossico allontana la
scienza medico legale previdenziale dal suo ruolo attuale, sancito dal
Documento Lettera Protocollo del 7 febbraio 2006 N. , che e
guello di verificare se nella catena causale un agente lavorativo abbia svolto
ruolo concausale efficiente e determinante nel processo causativo di una
tecnopatia: nella fattispecie un tumore professionale. Qualora piu agenti
ora genotossici ora epigenetici abbiano concorso fra loro a causare un
tumore a nulla rileva, ove uno di questi agenti provenga dall’ambiente
lavorativo, che abbia proprieta genotossiche ( causanti mutazioni di
oncogéni e/o di geni oncosoppressori ) oppure proprieta epigenetiche,
come proprieta metilanti il DNA ( causanti silenziamento per metilazione di
geni oncosoppressori o aumentata espressivita per ipometilazione di
oncogeni ). Le antiche tendenze di ammettere come cancerogeni solo gli
agenti genotossici e non i cancerogeni epigenetici per fortuna sono state
contrastate da numerosi studi epidemiologici di morbilita e di mortalita per
tumore ( professionale ). Certamente una revisione critica delle
pubblicazioni scientifiche, degli studi epidemiologici e di una maggior
conoscenza del meccanismo di azione degli agenti cancerogeni ( ed ove
necessario anche accompagnati da studi struttura chimica / attivita )

potrebbe contribuire a migliorare le conoscenze in tema di oncogenesi
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professionale e a dare I'importanza che meritano ad agenti considerati meno

pericolosi perché non genotossici ma epigenetici.

TELOMERI E TELOMERASI.

| telomeri sono specifiche sequenze nucleotidiche non codificanti situate alle
estremita dei cromosomi eucariotici e necessarie per la replicazione
completa e la stabilita del cromosoma stesso.

La replicazione del filamento ritardato della doppia elica di DNA richiede a
livello della forcella di replicazione la presenza di un certo numero di
nucleotidi davanti alla sequenza da copiare, che possa servire da stampo per
un RNA primer necessario a sua volta all’attivita della DNA polimerasi. La
sequenza nucleotidica che funge da stampo per il primer non viene replicata.
Per poter quindi duplicare ad ogni ciclo lintera sequenza di DNA
cromosomico € necessario che una sequenza aggiuntiva sia presente
all’estremita di ogni cromosoma cosi da consentire la replicazione anche
degli ultimi nucleotidi. Queste sequenze aggiuntive sono i telomeri,
altamente conservati in organismi molto diversi come protozoi, funghi,
piante e mammiferi; consistono di molte ripetizioni in tandem di una breve
sequenza nucleotidica che contiene un blocco di nucleotidi G. Nelle cellule
umane i telomeri sono composti da centinaia, fino ad alcune migliaia, di
sequenze esameriche ripetute in tandem: TTAGGG sul filamento principale,
CCCTTA sul filamento ritardato, per una lunghezza totale di 5-12 kb.

La perdita delle funzioni protettive dei telomeri, per disfunzione delle
proteine telomeriche o per accorciamento critico degli stessi, determina
I’esposizione delle estremita cromosomiche come se fossero rotture del
doppio filamento, con conseguente attivazione anomala di una reazione di
risposta al danno del DNA. | meccanismi di riparazione coinvolti possono
portare all’arresto irreversibile della crescita e proliferazione cellulare,
evento noto come senescenza cellulare, ma possono anche indurre
instabilita genetica. L'instabilita conseguente alla disfunzione telomerica si
associa ad alcune tipiche aberrazioni cromosomiche: la fusione termino-
terminale, la perdita del segnale telomerico su uno o entrambi i cromatidi di
un cromosoma, la presenza di segnali telomerici extracromosomici, la
duplicazione telomerica su uno o entrambi i cromatidi di un cromosoma, la
fusione di cromatidi fratelli. A prescindere dal blocco della morte cellulare
programmata ( apoptosi ), le cellule neoplastiche manifestano una
caratteristica fondamentale: la capacita di replicarsi in definitivamente in
vitro se poste in coltura adatta. Questo comportamento e stato attribuito al
ripristino della funzione di un particolare enzima, la telomerasi, in grado di
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impedire la perdita di un certo numero di nucleotidi dalle estremita
telomerasiche dei cromosomi, perdita che si verifica ad ogni divisione
mitotica e che pone un limite alla sopravvivenza delle cellule somatiche.
Infatti, nel processo di replicazione del DNA degli organismi eucaristici (
uomo ), la sintesi del filamento con orientamento 5' > 3" opposto alla
direzione della forca replicativa ( filamento lagging o ritardato ) avviene
tramite I'inserimento sequenziale di brevi segmenti del DNA ( frammenti di
Okazaki ), ciascuno precdeuto da una corta sequenza di RNA ( RNA primer )
che e poi rimossa e sostituita da DNA. Poiché il primer e situato in
corrispondenza dell’estremita terminale 3' dello stampo non viene rimosso,
ad ogni replicazione i filamenti “ lagging “ di nuova generazione risultano
piu corti dei precdenti, con progressiva perdita dei segmenti terminali
cromosomici ( telomeri ). Cio comporta I'arresto della capacita re plicativa
della cellula dopo un determinato numero di divisioni mitotiche. Nella
specie umana, i telomeri sono costituiti da una sequenza di sei nucleotidi ( 5’
- TTAGGG- 3') piu volte ripetuta, il cui allungamento & reso possibile da un
particolare enzima ribonucleoproteico ( composto da una sub unita RNA e da
una subunita proteica ) detto telomerasi. Questo enzima, converte il proprio
RNA in una copia di DNA che, inserita nell’estremita telomerasica 3', funge
da stampo per la sintesi di sequenze complementari lungo I'estremita 5'
compensando, in tal modo, la perdita di nucleotidi terminali che si verifica
all’atto di replicazione del DNA. Le cellule germinali esprimono la telomerasi
e mantengono integra la lunghezza dei loro telomeri, quindi la capacita di
dividersi illimitatamente; alcune cellule somatiche risultano invece prive di
guesto enzima, ed i loro telomeri si accorciano progressivamente
determinando, dopo un certo numero di mitosi, I'arresto della attivita
proliferativa. | fibroblasti umani, ad esempio, coltivati in vitro, vanno
incontro ad un numero finito di divisioni cellulari, dopodiché entrano in uno
stato di senescenza o di arresto terminale della crescita; il numero di
divisioni cellulari e correlato alla lunghezza iniziale dei telomeri, che si riduce
di 50 — 200 nucleotidi ad ogni mitosi e che risulta piu corta di circa 4000
nucleotidi al momento della senescenza o arresto re plicativo. Le
sperimentazioni sono state effettuate su fibroblasti umani che quindi ad un
certo punto, per il progressivo accorciamento dei telomeri, vanno incontro
a senescenza cellulare ( primo stadio di mortalita M1 ). Mutazioni a carico
dei geni oncosoppressori p53 e Rb1l possono consentire ad una cellula di
sottrarsi alla senescenza cellulare e di effettuare un supplemento di divisioni
cellulari. Dopo circa 20 di queste divisioni, la perdita dei telomeri residui e la
crescente instabilita cromosomica determinano l'arresto definitivo
dell’attivita re plicativa e I'avvio del processo di apoptosi cellulare ( secondo
stadio di mortalita M2 ). Se pero in qualche cellula del clone mutato si
riattiva la funzione dell’enzima telomerasi, la stabilita cromosomica viene
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ripristinata e la cellula acquisisce un potenziale proliferativo illimitato,
diviene cioe immortale. Si e ipotizzato che ci0 € quanto si verifica nei
tumori, probabilmente a causa della delezione o inattivazione di un gene
localizzato nel cromosoma 3 che codifica per un inibitore della telomerasi.
Sebbene non si possa affermare con certezza che le cellule neoplastiche
siano immortali, il numero di mitosi che esse effettuano, dapprima nel
focolaio primario e successivamente nei focolai metastatici, supera quello
consentito dalla lunghezza dei telomeri e dalla durata della vita re plicativa
delle cellule normali da cui hanno origine. Se a cio si aggiunge che nella
stragrande maggioranza ( superiore all’85 % ) dei tumori umani, la telomerasi
e presente ed attiva, € apparsa fondata l'ipotesi che sia il ripristino della
funzione telomerasica a conferire alle cellule neoplastiche il loro
straordinario potere re plicativo. Ma, il problema & molto piu complesso.
Orbene: le cellule del 15 % circa dei tumori umani sono telomerasi negative
e cio nonostante continuano a replicarsi e posseggno telomeri piu lunghi di
cellule tumorali telomerasi positive. E’ poi stato dimostrato che nei tessuti
a rapido rinnovamento cellulare, come ['epiteliale e I'emopoietico, non
soltanto la telomerasi € di norma espressa ma la sua espressione é
addirittura necessaria per garantire la stabilita del genoma. Una ridotta
attivita telomerasica, come si verifica nella discheratosi congenita, comporta
infatti il rischio che questi tessuti vadano incontro a trasformazione
neoplastica.
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Recenti acquisizioni sull’eziopatogenesi del mesotelioma:

Recentemente sono stati effettuati interessanti studi sul rapporto tra virus
SV40 ed insorgenza di mesotelioma.

Il virus SV40 veniva un tempo utilizzato per predisporre il vaccino antipolio.
Alcuni ricercatori ritengono che il mesotelioma oltre che dall’asbesto e dalla
erionite possa anche essere causato dal virus SV40. L’infezione con virus
SV40, tramite il suo DNA infettante e previa trascrizione al’lRNA messaggero

della cellula ospite, determinerebbe la sintesi della proteina Tag. La proteina
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Tag si legherebbe al gene oncosoppressore p53 che attiva I'apoptosi (o
morte cellulare programmata).

L'inibizione dell’apoptosi determinerebbe un aumento della proliferazione
cellulare con conseguente aumentata probabilita di comparsa di mutazioni
anche in senso oncogeno. Si era inizialmente visto che il virus SV40 infatti
determinava alcuni tumori nel criceto. Nelluomo potrebbe essere ipotizzata
la correlazione con il mesotelioma e I'osteosarcoma. Alcuni ricercatori fanno
notare che, poiché il virus SV40 puo inibire geni onco-soppressori, potrebbe
altresi potenziare secondo questo meccanismo l'effetto della esposizione
anche a piccole concentrazioni di amianto rappresentando cosi un potente
moltiplicatore di effetti mutageni delle fibre.

Si ricorda qui che i nati tra il 1950 e il 1965 hanno ricevuto nella vaccinazione
antipolio virus SV40. Oggi nei predetti soggetti il virus si trova nel sangue ed
e trasmissibile attraverso il contatto sessuale e dalla madre al feto (38).
D’altra parte sono stati anche osservati diversi casi di mesoteliomi in bambini
che difficilmente potevano essere stati esposti ad amianto.

Recenti ricerche dimostrano anche I'attivazione di oncogéni delle cellule

mesoteliali da parte del virus SV40.
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ASPETTI DI EPIDEMIOLOGIA CON PARTICOLARE RIGUARDO ALLA
EPIDEMIOLOGIA DEI TUMORI ( PRIMA PARTE ):

NOTA: Pubblico in questo Capitolo la prima parte del paragrafo, la cui

seconda parte sara pubblicata nel successivo Ottavo Capitolo.

PREMESSA.

Secondo I'Organizzazione Mondiale della Sanita I'Epidemiologia e lo studio
della distribuzione e dei determinanti degli stati e degli eventi correlati con la
salute, e I'applicazione di questo studio al controllo delle malattie e di altri
problemi di salute. L'Epidemiologia ha per oggetto il fenomeno della
insorgenza delle malattie nelle popolazioni di esseri umani, con particolare
riguardo allo studio delle condizioni e dei fattori che le determinano. Essa
studia un gruppo di soggetti e non i singoli individui. Essa quindi studia una
popolazione sana ed una malata e cerca di trovare le differenze cruciali tra i
sani ed i malati.

Storicamente John Graunt e considerato tra i fondatori della demografia.
Infatti nel 1662 condusse indagini sulla popolazione di Londra, valutandone
mortalita, natalita e distinzione dei sessi. Egli calcolo la prima tavola di
mortalita.

La nascita dell’epidemiologia sperimentale si puo datare tra il ‘700 e 1’800
con James Lind. Che si puo considerare il primo trial clinico nella storia

della medicina. Egli nel maggio 1747, in qualita di medico di bordo della
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nave Salisbury, condusse un esperimento che dimostro che il succo di
arancia o di limone costituivano un trattamento specifico per lo scorbuto e
che il suo uso avrebbe sia curato che prevenuto questa malattia, causata da
carenza nella dieta di vitamina C. James Lind il 20 maggio 1747 seleziono 12
malati di scorbuto, a bordo della nave Salisbury durante la navigazione.
Fece in modo che i casi clinici fossero i piu simili possibili tra loro. A due
pazienti fu ordinato di bere un quarto di sidro al giorno, ad altri due pazienti
vennero somministrate venticinque gocce di elisir di vetriolo tre volte al
giorno. Ad altri due pazienti furono dati due cucchiai di aceto tre volte al
giorno.  Altri due pazienti ricevettero due arance ed un limone ogni giorno.
Il risultato fu che i piu lampanti effetti curativi furono ottenuti dall’'uso di
arance e limoni.

Altra tappa dell’epidemiologia sperimentale & rappresentata dalle
osservazioni di Ignaz Philipp Semmelweis. Egli, ostetrico — ginecologo,
verifico I'elevato numero di decessi di donne partorienti per febbre
puerperale nel Padiglione Primo dell’Ospedale di Vienna e, per questo
motivo, era assillato dalla constatazione che nel Padiglione Secondo del
medesimo nosocomio, gestito non da medici ma esclusivamente da
ostetriche, la mortalita per febbre puerperale era dieci volte piu bassa.

Nel suo libro, pubblicato nel 1861, egli dimostro il forte legame tra la
introduzione dell’Anatomia Patologica ( 1823 ) nella Clinica Ostetrica di
Vienna e l'aumento della febbre puerperale, che causava infezione
attraverso il veicolo delle mani dei medici. Egli mise a confronto i dati di
mortalita molto piu bassi della Clinica Ostetrica di Dublino nel periodo 1784-
1849, che era priva del Settore di Anatomia Patologica. Nel 1847 fu quindi
introdotto il lavaggio delle mani dei medici ed altre categorie sanitarie con
soluzione di cloruro di calce ( ipoclorito di calce ). Anzicché ottenere

benemerenze, come ci aspetteremmo in una societa civile ( e molto spesso
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non nel pianeta Italia del XXI° secolo ), Ignaz Philipp Semmelweiss, definito i
salvatore delle madri, fu licenziato da parte delllAmministrazione
dell’Ospedale di Vienna.

Con John Snow nasce |'epidemiologia moderna. Egli studido I'epidemia di
colera nel 1854 a Soho ( quartiere di Londra ), ipotizzando la sua diffusione
a causa di una pompa di distribuzione dell’acqua. Egli utilizzo una piantina
topografica di Londra evidenziando la diffusione dei casi nei diversi periodi.
Questo metodo di studio gli permise di notare che i casi di colera si
concentravano attorno ad una pompa dell’acqua nel distretto di Soho.
Bloccando la pompa dell’acque egli riusci a fermare il diffondersi della
malattia.

Dopo la Seconda Guerra Mondiale si € ottenuto uno sviluppo maggiore della
Epidemiologia soprattutto negli Stati Uniti d’America e nel Regno Unito.
Fondamentali sono: 1) lo studio di Framingham sulle cause delle malattie
cardiovascolari; 2) gli studi di associazione tra abitudine al fumo di tabacco
ed il cancro al polmone.

Il primo studio, Framingham Heart Study €& un importante studio
epidemiologico di coorte, condotto nella cittadina statunitense di
Framingham ( Massaschutts ), con [I'obiettivo di stimare il rischio delle
patologie cardiovascolari. Lo studio & iniziato nel 1848 con 5.209 soggetti
adulti, e continua ancora oggi ed é alla terza generazione di partecipanti.
Grande parte delle attuali conoscenze attuali sui fattori di rischio e sui fattori
protettivi delle malattie cardiovascolari si basano su questo studio
longitudinale.

Nel 1960 si e evidenziato che il fumo di sigarette, I'elevata colesterolemia e
I’elevata pressione sanguigna aumentano il rischio di malattia cardiaca, che
I'esercizio fisico diminuisce il rischio di malattie cardiache e che I'obesita

I'aumenta.
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Nel 1970 e stato accertato che elevati livelli di pressione sanguigna
aumentano il rischio di  colpo apolplettico, che nelle donne in post
menopausa il rischio di malattia cardiaca € aumentato se messe a confronto
con le donne in eta premenopausale, che i fattori psicosociali incidono sul
rischio di malattie cardiache.

Nel 1980 si & dimostrato che elevati livelli di colesterolo HDL diminuiscono
il rischio di malattie cardiache.

Nel 1990 si & accertato che l'ipertrofia ventricolare sinistra aumenta il rischio
di colpo apoplettico, che elevati livelli di pressione sanguigna possono
causare una evoluzione verso |'arresto cardiaco. E’ stato pubblicato il
Framingham Risk Score ed in modo corretto predice il rischio a 10 anni di
eventi di future malattie coronariche.

Nel 2000 e stato accertato che un’alta pressione sanguigna aumenta il rischio
di malattie cardiovascolari.

Gli studi di associazione fumo — cancro alpolmone sono stati costituiti da
studi caso — controllo e sono stati effettuati da Richard Doll e A. Bradford
Hill a Londra.

Le piu importanti conclusioni dello studio consistono nella constatazione che
il fumo di sigaretta riduce la sopravvivenza di dieci anni e che piu del 50 % di
tutti i fumatori quotidiani va incontro a malattie correlate al fumo, con forte
correlazione tra eccesso di mortalita e fumo.

In particolare lo studio iniziato da R. Doll e A. Bradford Hill ha mostrato che
coloro che fumano e che sono al di sotto dei 30 anni di eta non mostrano
eccesso di mortalita, che coloro che fumano ed al di sotto di 40 anni
perdono un anno di vita, che coloro che fumano ed al di sotto dei 50 anni
perdono 4 anni vi vita, che coloro che fumano ed al di sotto dei 60 anni

perdono 7 anni di vita.
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Negli anni ‘80 I'epidemiologia e sta utilizzata nella epidemia di AIDS.  Si e
avuto quindi un grande sviluppo della Epidemiologia Clinica per
I'applicazione di metodi epidemiologici sull’attivita clinica e come
conoscenza di base per la lettura critica e consapevole delle pubblicazioni
scientifiche.
Negli anni ‘90 si afferma I'Epidemiologia Molecolare come studio delle
interazione gene — ambiente nella insorgenza delle patologie per una
maggiore valutazione del rischio. L'Epidemiologia Molecolare trova grandi
applicazioni nello studio delle malattie genetiche e dei tumori.
Sempre negli anni ‘90 si afferma |’ Evidence Based Medicine ( Medicina
Basata sulla Evidenza ) dove si tratta di sapere anche interpretare le Prove
di Efficacia.

3k 3k 3k 3k 3k 3k ok ok ok ok ok %k %k k k ok k
Tanto premesso si possono schematizzare in sintesi gli Obiettivi della
Epidemiologia che sono.

* Dimensionare la diffusione di una malattia in una comunita

*

Studiare I'eziologia di una malattia e le modalita di trasmissione

*

Studiare la storia naturale della malattia

*

Sviluppare le basi per la prevenzione delle malattie

*

Valutare I'efficacia di programmi preventivi e terapeutici

Prima di iniziare uno studio epidemiologico occorre effettuare una revisione
della letteratura sull’argomento.

Occorre poi esplicitare a se medesimo per poi proporlo alla collettivita
I’obiettivo dello studio epidemiologico.

L’ Epidemiologia si avvale di due importanti strumenti:

* Epidemiologia descrittiva: che consiste nello studio della diffusione delle

malattie;
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*  Epidemiologia analitica: che consiste nello studio delle relazioni tra

malattie e fattori di rischio o preventivi.

Nella Figura che segue si riporta la Classificazione dei diversi Studi

Epidemiologici.

FIGURA
STUDI EPIDEMIOLOGICI
STUDI SPERIMENTALI STUDI OSSERVAZIONALI
I |
I |
STUDI INDIVIDUALI STUDI
ECOLOGICI
| |
| |
STUDI DESCRITTIVI STUDI ANALITICI
I I
I |
STUDI DI COORTE STUDI CASO CONTROLLO

Gli Studi Epidemiologici Descrittivi: si avvalgono di Statistiche correnti
(Censimenti, Schede di decesso, Notifiche di Malattie Infettive, Notifiche di

Malattie Professionali come denunce ex articolo 139 del T.U. D.P.R. n.
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1124/1965, segnalazione ai COR dei casi di Mesoteliomi, Registri dei
Tumori, Registri dei Tumori Professionali, etc. ); servono ad avere un’idea
della distribuzione di fenomeni ( Tassi di natalita, Tassi di mortalita, etc.).
Sono assai utili per descrivere:

* la distribuzione geografica dei fenomeni

* l"andamento nel tempo ( per esempio: per interventi di Sanita Pubblica;
per interventi di prevenzione sulle metodiche di lavorazione, etc. );

* le realta diverse per fare opportuni confronti;

* per la programmazione di interventi sanitari.

Offrono notevoli vantaggi quali: bassi costi economici e di personale,
immediatezza dei risultati.

Nell’lambito degli Studi di Epidemiologia Descrittiva si tratta di Studi
Trasversali che sono definiti anche “ Studi di Prevalenza “.

In guesto ambito viene esaminata una popolazione definita ( o un campione
rappresentativo di essa ) in un preciso istante al fine di determinare lo stato
di malattia, I'esposizione ad un particolare fattore o la presenza di qualsiasi
altra condizione.

Essi sono utili per quantificare, secondo le dimensioni del fenomeno, un
problema sanitario per:

* Determinare le caratteristiche generali della popolazione;

* Diagnosticare precocemente una malattia ( screening di popolazione ),

* Stimare la prevalenza della malattia e seguirla nel tempo ( relazione
prevalenza / incidenza );

* Stimare la prevalenza delle caratteristiche o dei fattori di rischio;

* Effettuare ipotesi di relazione causa / effetto.

Invece I'Epidemiologia Analitica mette in relazione una esposizione a Fattore
di Rischio, Rischio Ambientale, Intervento Preventivo con la malattia o altro

esito derivato.
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Possiamo costituire uno Schema/ Quadrato come segue:

MALATTIA
Si No
Si’ a b
ESPOSIZIONE
No C d

Appare qui molto evidente che, incrociando i diversi risultati, si ottengono le
risposte circa l'influenza di una causa ( esposizione ad un agente patogeno )

sulla insorgenza del fenomeno malattia.

3k 3k 3k 3k %k >k 3k ok 3k 5k %k >k >k 3k 3k 5%k %k %k >k 3k %k %k %k %k %k %k *k

Occorre ora evidenziare che nella Epidemiologia delle Malattie Professionali
e dei Tumori Professionali le Metodiche di Studio principali sono: gli Studi di
coorte e gli Studi caso — controllo. Negli studi di coorte si parte da una
esposizione per arrivare ad una malattia.  Essi hanno una proiezione verso
il futuro. Negli studi caso/ controllo si parte da una malattia per studiare la
esposizione.

Negli Studi di coorte si sviluppa il medesimo Schema /Quadrato: con il

confronto dato dalle somme individuate sotto TOTALE

MALATTIA
Si No Totale
Si’ a b a+ b

ESPOSIZIONE
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No C d c +d

Negli Studi Caso Controllo si costruisce lo Schema/ Quadrato con il

confronto delle somme come individuate:

MALATTIA
Si No
Si a b
ESPOSIZIONE
No c d
Totale a+ ¢ b + d

L'EPIDEMIOLOGIA IN FUNZIONE DELLO STUDIO DEL RAPPORTO DI
CAUSALITA'.

Cio che qui interessa riguardo ai cenni di Epidemiologia & l'interpretazione
degli Studi Epidemiologici nei confronti dello studio del nesso di causalita
delle malattie professionali ed in particolare dei tumori professionali. Nel
suo articolo Bradford Hill nel stilo una possibile lista di
criteri, gia da me riportati nel Capitolo , che qui si ripetono, con il
commento di A. Mele, E. Spada, M. E. Tosti ( Edizioni Il Pensiero Scientifico
Editore. Roma 2009 ):

1) Forza dell’Associazione: ¢ plausibile attendersi che un’associazione “ forte

o o

sia piu probabilmente causale rispetto ad un’associazione “ debole
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Inoltre piu facilmente un’associazione debole puo0 essere attribuita ad una
eventuale distorsione nelle scelte del campione o nella raccolta delle
informazioni ( bias, fattori di confondi mento ) rispetto ad un’associazione
forte. Cio ovviamente non esclude la possibilita che un’associazione debole
sia comunque causale. ( A quest’ultimo riguardo - il corsivo & mio ) ne sono
esempio le associazioni individuate fra fumo passivo ed incidenza di cancro
del polmone.

2) Consistenza: la consistenza fa riferimento alla ripetizione dei risultati di
uno studio in altri contesti.  Se un’associazione e stata dimostrata in studi
diversi e su popolazioni diverse, & piu probabile che sia causale rispetto a
un’associazione dimostrata una sola volta.

3) Relazione temporale: affinche una relazione sia causale € necessario che
la causa preceda I’evento. Pur sembrando tale affermazione ovvia, tuttavia
non sempre e facile risalire alla vera relazione temporale esistente tra
fattore in studio e malattia. Questa difficolta si riscontra soprattutto con le
malattie a lunga latenza e negli studi tipo caso — controllo, mentre e piu facile
stabilire una relazione temporale negli studi di coorte contemporanei.
Conoscere la relazione temporale tra esposizione e malattia non e soltanto
importante per chiarire I'ordine in cui si sono verificati gli eventi, ma e
anche utile per avere indicazioni sulla lunghezza dell'intervallo di tempo
necessario affinché I'esposizione ad un fattore di rischio possa causare una
malattia. Un esempio calzante a questo proposito € rappresentato dalla
relazione tra esposizione all’lamianto ed insorgenza di tumore polmonare:
oggi € universalmente accettato che I'amianto provochi il tumore
polmonare, e si sa che la latenza tra la esposizione e la malattia va dai 15 ai
35anni. Cio comporta che nel caso in cui un tumore polmonare sia insorto
dopo 3 anni dalla esposizione all’amianto, vi sara ragione per mettere in

dubbio il ruolo causale dell’amianto nello sviluppo del tumore. ( A meno
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che il soggetto interessato non era gia affetto da un considerevole numero di
mutazioni delle cellule e I'inalazione di fibre di amianto non sia stata “ la
goccia che ha fatto traboccare il vaso”. Comunque, in Medicina Legale,
avente valore di concausa a tutti gli effetti perché momento liberatore o
momento sciogliente e non solo rivelatore, quest’ultimo privo del valore di
concausa. Il corsivo tra parentesi e mio ).

4) Gradiente biologico ( relazione dose — risposta ): la confidenza sulla reale
causalita di un’associazione & tanto maggiore quanto piu €& evidente una
relazione dose — risposta, cioé quando il rischio aumenta con I'aumentare
della dose di esposizione ad un fattore di rischio. Ovviamente questo
criterio non e applicabile nel caso di una esposizione puntuale, della quale e
possibile stabilire solo la presenza o I'assenza. La mancanza di un gradiente
dose — risposta non esclude quindi che la relazione possa essere realmente
causale; allo stesso modo, la sua presenza non esclude la possibilita di una
associazione non causale, quale quella registrata tra sindrome di Down ed
ordine di nascita. In questo caso il legame causale ( ed anche il gradiente )
e con I'eta della madre e non con l'ordine di nascita. ~ Un chiaro esempio
poi di relazione dose —risposta e rappresentato dall’associazione tra fumo di
sigarette e tumore al polmone: in moltissimi studi si € evidenziato che il
rischio cresce con lI'aumentare del consumo giornaliero di sigarette; inoltre
per gli ex fumatori, il rischio diminuisce con l'aumentare degli anni di
sospensione de fumo. ( Vero é che per quanto riguarda i tumori causati da
agenti chimici e fisici questi si definiscono effetti stocastici non in funzione
della dose ma con maggiore probabilita di manifestarsi in soggetti che siano

14

stati maggiormente esposti, con significativa influenza della dose

“ "

cumulativa “ nel corso degli anni, tenuto presente il meccanismo “ multi
stage “ di insorgenza di una neoplasia. E vero é che per il mesotelioma, se

assume certamente importanza la “ dose cumulativa “ di esposizione, dosi di
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fibre di asbesto inalate, anche saltuarie e di bassa concentrazione possono
assumere un valore causale efficiente e determinante. --- il corsivo tra
parentesi € mio ).

5) Plausibilita biologica: |la plausibilita biologica fa riferimento alla coerenza
tra i risultati di uno studio epidemiologico e le conoscenze biologiche
correnti.  Si tratta di un criterio importantissimo per stabilire la causalita di
un’associazione; va comunque sottolineato che, in molti casi, I'esistenza di
una relazione statistica tra un fattore di rischio ed una malattia e stata
verificata in epoche in cui non erano ancora disponibili le conoscenze o
strumenti che permettessero di verificare la plausibilita biologica di
un’associazione. Questo e cio che successe quando Snow individuo I'acqua
come veicolo di infezione nell’epidemia di colera scoppiata a Londra nella
seconda meta dell’Ottocento, epoca in cui non era ancora stato scoperto
I’agente trasmissibile, cioé il vaccino del colera.

Il corsivo che segue € mio. Lo Studio di coorte di popolazione Framingham
Heart Study, citato in Premessa, conferma quanto qui riporto. In Medicina
Legale Previdenziale infatti la plausibilita biologica & fondamentale ed é
oltretutto fondamentale il suo adattamento con la Normativa
dell’ Assicurazione Previdenziale contro gli Infortuni sul Lavoro e le Malattie
Professionali ex Testo Unico di cui al D.P.R. n. 1124 del 30 giugno 1965 e
successive modifiche ed integrazioni. Infatti un conto é la eziopatogenesi di
una malattia, altro conto é la eziopatogenesi di una malattia professionale. Lo
studio della eziopatogenesi di una malattia professionale necessita di un quid
pluris di competenza specifica nell’ambito normativo in un percorso
metodologico dove biologia e diritto si fondono insieme. L’Epidemiologia
delle malattie professionali e dei tumori professionali, che sono parte di
queste, anche necessita di conoscenza della biologia e delle normative per
interpretare uno Studio Epidemiologico come ricerca del nesso causale

correlato a patologie di interesse del campo assicurativo previdenziale. Nel
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Quinto Capitolo infatti ho riportato due esempi ai fini di caratterizzare nei
suoi connotati culturale e metodologici la Medicina Legale Previdenziale e
secondo la individuazione concettuale di una malattia professionale,
allegando per intero anche un documento fondamentale dell’ INAIL che rende
giustizia sommaria nei confronti detrattori della tutela privilegiata INAIL.
Qui € opportuno riesaminarli alla luce di quanto vado esponendo sulla
Epidemiologia che € poi fondamentale per costruire le matrici lavorazione/
mansione/esposizione/ malattia su cui si reggono sia I’impianto delle Malattie
Tabellate ( dove gli Studi Epidemiologici sono stati presi in considerazione
dal Legislatore per la tabellazione ) sia I’impianto delle Malattie non
Tabellate ( in cui gli Studi Epidemiologici devono essere esaminati e con
criterio di giudizio meditato di volta in volta dal Medico Valutatore ). E
COSI:

Ripropongo qui di seguito due esempi concreti contrassegnati da A e B.

A. L‘angina pectoris. Capotreno, pendolare, affetto da angina pectoris e che
denuncia questa infermita come malattia professionale a causa di:
pendolarismo, abitando molti chilometri di distanza dal posto di lavoro,
turnazione del lavoro con turni di notte. L’angina pectoris € una sindrome
dolorosa che si manifesta con un dolore e senso di costrizione al petto.
L’organo interessato e il cuore. Si ha, infatti, quando al cuore non arriva
sufficiente ossigeno e quindi sangue alle arterie coronariche per un periodo
transitorio.  L’angina pectoris puo essere dovuta alla presenza nelle arterie
coronarie di restringimenti del lume dei vasi (stenosi), in genere a causa
della presenza di ostruzioni di natura arteriosclerotica, o pitu raramente allo
spasmo delle stesse arterie (indotto ad esempio da esposizione al freddo,
stress emotivo, assunzione di alcolici o farmaci vasocostrittori). Altre cause
di angina pectoris sono la miocardiopatia ipertrofica, [’ipertensione
polmonare primitiva e [‘insufficienza aortica. Tra i fattori di rischio che
possono determinare un’angina pectoris si annoverano una predisposizione
familiare alla malattia coronarica precoce, [’abitudine al fumo,
[’ipercolesterolemia, [’ipertensione, il diabete mellito, il sesso maschile. |
fattori di rischio dell arteriosclerosi includono: eta avanzata, abitudine al
fumo, obesita, dieta ricca di grassi, predisposizione familiare alla malattia
coronarica precoce, ipercolesterolemia, ipertensione arteriosa, diabete
mellito, sesso maschile. I sintomi dell’angina includono: dolore acuto,

pesantezza, formicolio o indolenzimento al torace, che talvolta si puo
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irradiare verso la spalla, braccia, gomito, polso in prevalenza al lato di
sinistra, schiena, collo, gola e mandibola, dolore prolungato nella parte
superiore dell’addome, mancanza di respiro (dispnea), sudorazione,
svenimento, nausea e vomito.  E’ considerata una situazione anticipatrice
dell’infarto del miocardio. Particolare gravita assume ““ lo stato di male
anginoso “ in cui episodi ricorrenti di angina pectoris si susseguono [’'uno
all’altro a prescindere da “ richiesta di ossigeno “ da parte delle cellule del
miocardio per intensa fisica fisica e/o stress psichico molto marcato. Non si
pud inquadrare il caso come malattia professionale. La tutela privilegiata
INAIL ha specifici presupposti e il rischio lavorativo che la sostiene e di tipo
specifico, intimamente legato alla attivita lavorativa, seppure e ammesso che
concause di natura extraprofessionale possano essere intervenute nella sua
insorgenza. E’ lapalissiano che [’attivita lavorativa, per altro stressante per
una grandissima parte di lavoratori soggetti a pendolarismo, al saltare i
pasti, ai turni di notte, etc., lo e per un operaio di una fonderia e/o di una
azienda metalmeccanica. Ma anche in questo caso noi sappiamo che le
indagini epidemiologiche ci portano a concludere che sono tipiche di queste
attivita lavorative: i tumori del polmone, le patologie bronchiali, asbestosi
polmonare, silicosi polmonare, malattie da postura della colonna e/o degli
arti superiori in caso di movimentazione di carichi pesanti, di ipoacusia nel
caso di grave rumore dei forni, delle fonderie, della battitura di oggetti
metallici. Lo stress, [’ischemia cardiaca sono malattie troppo comuni.

B. Infarto del miocardio. E prendiamo il caso di un “ colletto bianco “ con
compiti nella Amministrazione Pubblica o Privata che é colpito da un infarto
miocardico che ne causa il decesso. Prescindiamo dal fatto che questa
infermita si sia verificata durante il servizio ed in orario di servizio in un
unico turno di lavoro, dove un infortunio sul lavoro puo essere sostenuto
solo in caso di fatti stressanti di eccezionale gravita ed eccezionalita, come il
caso di essere stato minacciato durante una rapina a mano armata, avere
subito una aggressione fisica da un dipendente, avere dovuto subire un atto di
conclamata prepotenza da parte di un superiore, anche questa di eccezionale
gravita, e si deve valutare il fatto alla luce dell’articolo 2 del Testo Unico
DPR n. 1124/1965 che definisce le caratteristiche dell infortunio sul lavoro.
Si riporta qui [’articolo 2 del Testo Unico: “ L’assicurazione comprende
tutti i casi di infortunio avvenuto per causa violenta, in occasione di lavoro,
da cui sia derivata la morte o una inabilita permanente al lavoro, assoluta o
parziale, ovvero una inabilita temporanea assoluta che importi [’astensione
dal lavoro per piu di tre giorni “. Prendiamo invece il caso che l'infarto del
miocardio si sia verificato in orario di lavoro oppure non in orario di lavoro
(cio e irrilevante nel caso della malattia professionale ed aggiungo qui che é
irrilevante anche nel caso dell’infortunio sul lavoro qualora vi sia una
consequenzialita temporale e fenomenica tra lo sforzo fisico adeguato e il
successivo sopraggiungere dell infarto del miocardio anche per esempio al
rientro del lavoratore nella propria abitazione ). Poniamo il caso che
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’infarto miocardico abbia causato il decesso e che gli eredi aventi diritto
sostengono che la patologia é conseguenza di stress da lavoro protratto nel
tempo. Il caso andrebbe trattato come malattia professionale e non_come
infortunio sul lavoro, poiché [’addebito sulle responsabilita del posto di
lavoro non riguardano cronologicamente un singolo turno di lavoro. Ma le
condizioni di stress vanno ben documentate. In un caso di una patologia come
’infarto del miocardio, tra le pin comuni cause di decesso, lo stress non puo
trovare origine nelle ordinarie responsabilita di un colletto bianco. Lo stress
deve essere ben documentato nella sua eccezionale e protratta intensita. Puo
certamente parlarsi di stress di eccezionale intensita in alcune condizioni che
esorbitano dalla qualifica rivestita. Come ad esempio: [’avere dovuto subire
situazioni di mobbing ( che puo essere orizzontale, dal basso, dall’alto ),
situazioni di mobbing che devono essere comprovate e ben documentate;
oppure [’avere subito pressioni di diverso carattere per dovere tacere di
fronte a traffici illeciti in cui magari lo si voleva anche coinvolgere.

Ammettere in ogni altro caso queste patologie all’indennizzo ( stiamo
riferendoci all’angina pectoris nel lavoratore macchinista pendolare e
dell’infarto del miocardio nel colletto bianco ) significherebbe dequalificare
certamente la tutela privilegiata INAIL, danneggiare i lavoratori perché la
parte del “paniere “ in caso da dar loro giusto indennizzo per liberarli dalla
liberta dal bisogno sarebbe molto piccola nel caso viceversa di dovuti
riconoscimenti per infermita correlate 0 a causa diretta ed esclusiva del
lavoro o per cause ( concause ) che, seppure di natura multifattoriale,
trovano nel lavoro la loro concausa efficiente e determinante .

Qui si aggiunge che se si accetta da parte della scienza medica che lo stress
fisico e psichico possano causare patologie dell’’ Apparato Cardiovascolare in
ambito Assicurativo Previdenziale il rischio presente nelle determinate attivita
lavorative deve essere di tipo specifico e correlato con tali attivita.  Ogni
attivita lavorativa comporta stress psichico e/o fisico. Ma - sia per il rispetto
del dettato normativo e sia ai fini che la tutela Assicurativa Privilegiata
Previdenziale non decada nel banale - occorre fare riferimento al rischio
specifico lavorativo. Se € vero questo e se questo e accettato senza eccezioni
di sorta, la tutela assicurativa privilegiata INAIL sopravvivera al terremoto
messo in atto da diversi anni da parte di chi tende a smantellare o a minare
profondamente lo Stato Sociale ( Welfare State ) e a non cadere nella
banalizzazione della causalita di servizio della pensionistica privilegiata e
dell ’'equo indennizzo che ha costretto il Governo di Emergenza di Mario
Monti a cancellare questa importante tutela del dipendente pubblico.
Purtroppo questa € storia vera € mi auguro che questo precedente non
travolga mai I’importante Istituito Previdenziale ma che anzi costituisca un
severo monito.
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Quindi Biologia, Epidemiologia, Medicina del Lavoro, Medicina Legale
Previdenziale si incontrano per aiutare il Medico Valutatore in un compito
molto complesso e scivoloso: complesso perché e oggettivamente difficile in
ambito di tecnopatie — ed ora in ambito di tumori professionali — individuare
la concausa lavorativa efficiente e determinante e scivoloso perché, molto
spesso, si cammina sull’orlo di un precipizio dove si rischia di ammettere
come di natura professionale malattie del tutto comuni e che nulla hanno a
che vedere con il rischio lavorativo specifico oppure si rischia di non
ammettere all’indennizzo, per prevenuto scetticismo o per aver mancato di
approfondire il caso, patologie che trovano nell’attivita lavorativa il momento
causale o concausale efficiente e determinante.

6) Coerenza dell ‘evidenza: le risultanze di uno studio devono essere coerenti
con le precedenti conoscenze sulla storia naturale e sulla biologia della
malattia. Questo criterio € molto simile a quello della plausibilita
biologica. Vero € — il corsivo € mio — che uno studio puo mettere in evidenza
nuovi aspetti soprattutto se confermati da ulteriori studi.  Quindi, come
secondo le previsioni del filosofo della scienza , puo accadere
che ad un precedente paradigma se ne sostituisca uno ulteriore.

7) Evidenza sperimentale: con questo criterio Hill voleva far riferimento alle
modalita di modificazione del rischio in relazione alla cessazione della
esposizione. In tal senso, questo criterio puo essere anche definito criterio di
reversibilita: quando si effettuano interventi per la rimozione di un fattore di
rischio ci si attende un calo nell’incidenza della malattia.  Un esempio
calzante di ci0 é ancora una volta rappresentato dalla relazione tra fumo di
sigaretta e tumore al polmone.

8) Analogia: questo criterio implica che siano gia state verificate associazioni
analoghe a quella che si sta studiando; I’esistenza di relazioni analoghe gia
verificate gia verificate aumenta la fiducia sull’esistenza di una’associazione
realmente causale.

9) Specificita: secondo Hill un fattore deve avere un effetto singolo e non
molteplici effetti, ossia un fattore di rischio deve dar luogo ad una sola
malattia. Tra i criteri elencati da Hill la specificita &€ certamente quello meno
valido; infatti singoli fattori di rischio possono avere moltissime conseguenze.
Anche in questo caso il fumo di sigaretta € un ottimo esempio data I’esistenza
di relazioni tra questo e le diverse malattie, tra cui bronchite, tumore al
polmone e malattie cardiovascolari. Cosi, d’altra parte, non € un singolo
fattore a causare un evento ma quasi sempre un insieme di essi. Segue
corsivo mio.  Infatti nel campo dei tumori professionali |’esposizione a
cloruro di vinile monomero mostra eccesso di morbilita e mortalita per
emangiosarcoma epatico ed epatocarcinoma ed eccesso di morbilita per
acrosteolisi. L ’esposizione ad asbesto puo determinare eccesso di morbilita
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e mortalita per mesotelioma pleurico, pericardico, peritoneale, raramente
della tunica vaginale del testicolo ( non per dubbio sulla causa ma per la
rarita del tumore ), eccesso di morbilita e mortalita per carcinoma polmonare
e laringeo ed eccesso di morbilita per asbestosi polmonare ( spesso
anche causa di decesso ), placche pleuriche. Cosi | ‘esposizione ad ammine
aromatiche poteva causare, prima della loro messa al bando, eccesso di
morbilita per metaemoglobinemia e carcinoma della vescica ed eccesso di
mortalita per il tumore della vescica.

Tanto premesso il ragionamento epidemiologico € caratterizzato da due punti:

1) Valutare la presenza 0 meno di un’associazione statistica tra un fattore o
caratteristica e lo sviluppo di una malattia;

2) Derivare dall’esistenza dell’associazione appropriate conclusioni riguardo
a possibili relazioni causali.

*hkkkhkhkkkkhhkkkikhkkkhikikkiikixk

Scelta della popolazione e Campionamento: in una indagine epidemiologica
il ruolo fondamentale assume la Popolazione che € rappresentato
dall’insieme delle unita ( elementi ) che costituiscono I’oggetto dello studio.

Le unita presentano tutte almeno una caratteristica comune:

* popolazione generale di una determinata area geografica ( come lo Studio
Framigham di cui si é detto sopra );

* gruppo ben definito dal punto di vista sociale e professionale ( operai di
una fabbrica per lo studio di rischio tumore, medici, infermiere per lo studi di
burn out in ambito ospedaliero)

* gruppo di soggetti accomunati da una esposizione specifica o da una
patologia specifica nella popolazione generale.

Il Campionamento e necessario perché il piu delle volte non é possibile
studiare I’intera popolazione di interesse. Il Campionamento si ottiene
attraverso varie modalita. ~ Se si verificano alcune condizioni i risultati del
campione possono essere generalizzati all’intera popolazione.

Il Campione deve:

* essere rappresentativo della popolazione ( campione casuale );
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* essere sufficientemente grande ( considerazioni statistiche: differenze,
livello di precisione, variabilita del fenomeno, etc, ),

* con partecipazione vicina al 100%.

Le variabili da rilevare devono essere rilevanti per gli obiettivi dello studio
epidemiologico.

Le variabili devono essere tutte quelle necessarie ma il minor numero
possibile.

Devono essere definite le variabili in studio. Deve essere definita la malattia.

Gli strumenti di misura devono essere selezionati ( Questionario, Esame
obiettivo, Esami strumentali, Fonti documentarie, etc.).

Nella progettazione di un qualunque studio epidemiologico e importante che
vi siano: 1) correttezza nella conduzione dello studio; 2) il possibile
trasferimento dei risultati ad una popolazione pit ampia rispetto a quella che €
stata effettivamente studiata. Infatti il rapporto tra il Campione e la
popolazione di riferimento costituisce la Validita Interna. Il rapporto tra lo
studio sul campione e la popolazione generale costituisce la Validita Esterna.

*khkkkhkkkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkikikik

Prima di iniziare ad approfondire la materia € bene definire le Quantita
Epidemiologiche che sono:

Proporzione: E’ un particolare tipo di rapporto che mette in relazione una
parte (il numeratore ) al tutto ( denominatore ). La Proporzione e interpreta-
bile come una probabilita.

Il Rapporto in Epidemiologia essere espresso in due modi: a) i casi possono
essere messi in rapporto alla intera popolazione esaminata. Per esempio 10
casi di carcinoma della vescica in 100 operai esposti ad ammine aromatiche.
Quindi: casi / intera popolazione di operai. Cioé 10/100; tale rapporto €
chiamato proporzione; b) numero di casi 10 sugli operai sani ( 100 — 10 =
90). Quindi 10/90. Tale rapporto € definito in Epidemiologia Odds.

Tasso: E’ un particolare tipo di rapporto in cui il denominatore tiene conto di
un’altra dimensione, generalmente il tempo. Il Tasso si riferisce a rapporti
che rappresentano cambiamenti nel corso del tempo.

Altre importanti misure sono: la Prevalenza e I’Incidenza.
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La Prevalenza di una malattia indica la presenza della malattia ad un certo
punto del tempo.

L’Incidenza di una malattia indica I’insorgenza della malattia in un dato
periodo.

Dovendo differenziare meglio le due grandezze: la Prevalenza puo essere
vista come un indice che descrive il contenuto di un’ampolla dove sono
racchiusi tutti i malati di una data popolazione; I’Incidenza descrive il flusso
in entrata nell’ampolla. | deceduti ed i risanati rappresentano il flusso in
uscita.

Quindi la Prevalenza misura la proporzione di individui che presentano la
malattia ( oggetto dello studio ) in una popolazione in un dato momento e
pertanto si riferisce a tutti i casi di malattia esistenti nel momento della
osservazione.

La Prevalenza pu0 essere:  Prevalenza Puntuale oppure Prevalenza
Periodale.

Prevalenza puntuale = n° casi di malattia / popolazione totale

Prevalenza periodale = n° casi di malattia in un determinato periodo di

tempo / popolazione totale al tempo iniziale

L’ Incidenza misura la proporzione di nuovi casi di malattia che si verificano
in una data popolazione in un dato lasso di tempo e rappresenta la
proporzione di individui che vengono colpiti dalla malattia in un determinato
periodo di tempo.

Quindi:

Incidenza cumulativa ( proporzione ) = n° nuovi casi di malattia (to-t:) /

Popolazione esposta a rischio di ammalarsi.

Densita di incidenza ( tasso ) = n° nuovi casi di malattia ( to- t: )/ Anni

persona di esposizione al rischio di ammalarsi, tra to t 1.

101



Pertanto € bene mettere le due grandezze, Prevalenza ed Incidenza, a
confronto.

Nella Prevalenza al numeratore si mettono tutti i casi di malattia evidenziati
nella singola popolazione in una singola indagine ed al denominatore si
mettono tutti gli individui della popolazione liberi o meno dalla malattia in
esame. |l tempo considerato € un singolo istante di misurazione (
virtualmente ).

Nell’Incidenza al numeratore si mettono i nuovi casi di malattia che
verificano in una popolazione in un lasso di tempo. Al denominatore si
mettono gli individui della popolazione liberi dalla malattia in esame. |l

tempo considerato e un intervallo di tempo impiegato per lo studio.
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| PRINCIPALI TASSI.

Il TASSO DI MORBOSITA’ O DI MORBILITA’”: si calcola mettendo al
numeratore il Numero di nuovi casi di una malattia nella popolazione
durante un dato periodo di tempo ed al denominatore la popolazione a
rischio di sviluppare la malattia durante quel periodo.

Ad esempio come tasso annuale: ( 10 eventi in una anno/ popolazione di
400 soggetti ) x 1000 = 25.

E’ chiaramente un tasso di incidenza.

Se al numeratore si mette il Numero di casi di malattia presenti nella
popolazione ad un certo periodo ed al denominatore si mette la
popolazione totale nello stesso momento si ha un tasso di prevalenza che

valuta la morbosita e la morbidita.
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Soprattutto nei casi di indagini epidemiologiche per casi di infezioni si usa il
Tasso di Attacco che e rappresentato dal Numero dei casi epidemici nella
popolazione durante il periodo epidemico collocato la numeratore mentre al
denominatore si colloca la Popolazione a rischio di sviluppare la malattia
dall’inizio dell’epidemia.

TASSO DI MORTALITA’: E’ dato da una frazione in cui al numeratore si
colloca il numero di morti (in totale o per causa ) nella popolazione durante
un certo periodo ed al denominatore si mette la Popolazione a rischio (
totale ) durante lo stesso periodo di tempo.

TASSO DI LETALITA’ ( case fatality ratio ): &€ dato da una frazione in cui al
numeratore si colloca il Numero di morti per una malattia in una
popolazione in un certo periodo ed al denominatore il Numero di nuovi casi

della malattia nella stessa popolazione notificati nello stesso periodo
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Esistono in Epidemiologia tanti altri parametri per la valutazione di uno
Studio Epidemiologico ma, prima di riferire su questo aspetto, desidero
entrare nel vivo della materia per rendere la trattazione piu motivante.

Tra gli Studi Analitici abbiamo: 1) gli studi epidemiologici di coorte; 2) gli
studi epidemiologici caso — controllo. Nei primi dalla ipotizzata causa (
esposizione ad un fattore di rischio: noxa patogena ) si evidenzia se si verifica
un effetto ( malattia ). Nei secondi da un effetto ( malattia ) si cerca di

individuare la causa.

STUDIO DI COORTE: E’ uno studio analitico in cui da una causa ( esposizione
ad un fattore di rischio ) si cerca di individuare un effetto ( malattia ). F’
uno studio osservazionale in cui un gruppo di soggetti esposti ed un gruppo

di soggetti non esposti ad uno o piu fattori di rischio sono seguiti nel tempo (
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follow — up ). Alla fine dello studio l'incidenza di malattia nei soggetti
esposti & confrontata con l'incidenza di malattia nei soggetti non esposti.

Nel follo — up quindi si contano i soggetti esposti malati e non malati e si
contano i soggetti non esposti malati e non malati.

Per fare un autorevole esempio di Studio di coorte giova riportarsi a quanto
dedotto da A. Mele e M.E. Tosti in “ Epidemiologia per la clinica e per la
sanita pubblica “ di A. Mele, E. Spada, M.E. Tosti. ( Il Pensiero Scientifico
Editore. Roma. 2009) Essi riferiscono sulo Studio Epidemiologico di coorte
piu noto cioe quello definito Framingham Heart Study che e stato condotto
nella cittadina statunitense di Framingham nello Stato del Massachusetts ).
Lo Studio e iniziato nel 1948 e sono stati arruolati 5209 soggetti di eta
compresa tra i 30 ed i 62 anni con 'obiettivo primario di indagare il ruolo di
alcuni possibili fattori di rischio ( eta, ipertensione, alti livelli di colesterolo,
diabete, etc. ) nello sviluppo delle patologie cardiovascolari. Nel 1971 lo
studio ha coinvolto anche la generazione successiva, 5124 persone che
rappresentavano i figli e coniugi del campione originario arruolato nella
prima fase dello studio. Nel 2002 & stata coinvolta anche la terza
generazione. Essi scrivono: “ L’obiettivo primario dello studio fu quello di
capire il ruolo di alcuni possibili fattori di rischio quali eta, ipertensione,
elevati livelli di colesterolo, scarsa attivita fisica e diabete nello sviluppo delle
patologie cardiovascolari. La registrazione degli eventi cardiovascolari in
questa popolazione fu effettuata attraverso un esame clinico biennale,
nonché mediante la sorveglianza delle ospedalizzazioni nell’unico ospedale
della citta, raccogliendo informazioni dai medici di famiglia ed attraverso le
certificazioni di morte. Come si puo osservare da questa breve descrizione
dello studio di Framingham, il punto di partenza era rappresentato da
soggetti che non avevano una malattia cardiovascolare ( erano quindi a

rischio di svilupparla ) e che furono classificati per presenza o assenza di
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ciascun fattore di rischio. L’insorgenza di eventi cardiovascolari nella
popolazione arruolata fu registrata nel corso del tempo di osservazione (
follow- up ).  In generale, contando gli eventi che si sono verificati in un
determinato intervallo di tempo é possibile calcolare e confrontare nei due
gruppi ( esposti e non esposti ) la principale misura di rischio che é il tasso di
incidenza. ( Vedi sopra ). Dalla descrizione dello studio di Framingham si
evidenzia nuovamente che la caratteristica distintiva degli studi di coorte é il
tempo. La misura di rischio che viene calcolata nei due gruppi é il tasso di
incidenza che, per definizione, e tempo-dipendente. Una volta calcolati i
tassi di incidenza  della malattia, nei gruppi che al reclutamento
presentavano presenza o assenza di un fattore di rischio ( ad esempio
ipertensione ), il rapporto fra tassi da la stima della forza dell’associazione
tra il fattore di rischio in esame e lo sviluppo di malattia ( ad esempio,
malattie cardiovascolari ). Questa misura di associazione costituisce il
rischio relativo ( R R )”.  Gli Autori riferiscono anche circa uno Studio di
coorte italiano iniziato nel 1986 ( Progetto CUORE ): “ Omissis. RR = 36,26
/7,81 = 4,64 . Ovvero, il rischio di sviluppare un evento cardiovascolare
nelle persone che presentano almeno una delle seguenti condizioni:
ipercolesterolemia, ipertensione, diabete e sono fumatori e sovrappeso, é
circa 5 volte superiore rispetto a coloro che sono classificati nella categoria a
rischio intermedio o bass”.

Dal che si deduce che una coorte & costituita da un gruppo di persone che
presentano una o piu caratteristiche comuni. Una coorte pud essere
formata da:

* la popolazione generale di una determinata area geografica: ad esempio

come nello studio Framingham;
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* un gruppo ben definito dal punto di vista sociale o professionale: ad
esempio la coorte dei medici inglesi, la coorte delle infermiere americane,
etc.

* un gruppo di soggetti accomunati da una esposizione specifica nella
popolazione generale: ad esempio una coorte occupazionale ( coorte degli
operai di una fonderia, coorte degli operai di produzione di soventi );
coorte di popolazione esposta a specifico evento ( inquinamento da 3,4,7,8
— tetracolorodibenzoparadiossina a Seveso ); coorte di pazienti che hanno
effettuato determinate terapie mediche ( in ambito quindi di Epidemiologia
Clinica ); e cosi via.

Nell’arruolamento della popolazione della coorte si possono seguire due
metodiche:

1) Nel primo caso si arruola tutta la popolazione ( oppure un campione
casuale di essa ) ed in seguito, nell’ambito di questa popolazione, si identifica
chi e esposto e chi non & esposto ad uno o piu fattori di rischio di cui si
desidera conoscere gli effetti.  Questa strategia di arruolamento della
popolazione della coorte & quella adottata nei grandi studi prospettici della
popolazione;

2) Nel secondo caso si arruola un gruppo di persone esposte ed un gruppo
di persone non esposte ad un determinato fattore di rischio di cui si desidera
conoscere gli effetti. Questa modalita & seguita nella Epidemiologia
Occupazionale, che qui e di interesse specifico, in quanto consente di
arruolare un gruppo di soggetti che sono accomunati da una esposizione
specifica, che e rara nella popolazione generale.

| soggetti arruolati nello Studio di coorte devono essere seguiti nel tempo (
follow —up ) per valutare quanti tra gli esposti alla noxa ed i non esposti alla

noxa svilupperanno la malattia.
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La presenza di un follow — up € quindi la caratteristica peculiare di uno
Studio di coorte, che consente di calcolare e quindi confrontare I'incidenza
della malattia nei due gruppi.

In uno Studio di coorte si considera il tempo di induzione che e dato
dallintervallo temporale tra I'esposizione e 'insorgenza della malattia. |l
tempo di induzione viene definito latenza nel caso di malattie croniche ed
incubazione nel caso delle malattie infettive.

E’ chiaro che il numero di eventi ( malattia ) dovra consentire le stime delle
misure di rischio e quindi di associazione causale. Piu l'incidenza della
malattia e bassa, piu lungo dovra essere il follow — up; viceversa con una
incidenza alta il follow —up potra essere piu breve.

Uno Studio di coorte pu0 essere prospettico o retrospettivo.

Lo Studio di coorte classico € quello prospettico, che inizia al tempo zero, nel
presente, e prosegue fino a che, dopo un periodo congruo di osservazione,
siamo in grado di stimare l'incidenza dell’evento ( malattia ) in studio.

Nello Studio di coorte retrospettivo, il tempo zero viene spostato nel
passato. Si ricostruisce quindi tutto il follow — up, a partire dall’esposizione
fino agli eventi di malattia, procedendo dal passato remoto fino al presente.
Le differenze tra i due tipi di Studi di coorte, prospettico e retrospettivo,
sono che:

1) Lo Studio di coorte prospettico e lungo, oneroso, inadatto per lo studio di
malattie con lunghi periodi di latenza ( come i tumori, i tumori professionali
), pero preciso perché é possibile raccogliere esattamente i dati necessari per
I'investigazione.

2) Lo studio di coorte retrospettivo & veloce, poco oneroso, adatto per lo
studio anche di malattie con lunghi periodi di latenza, € pero caratterizzato
da assenza di informazioni su possibili fattori di confondi mento, dipende

anche come suo limite dalla disponibilita di dati di routine.

107



Infatti, come sempre ricordano A. Mele e M. E. Tosti in “ Epidemiologia per
la clinica e la sanita pubblica “, di A. Mele, E. Spada e M. E. Tosti (Edizioni Il
pensiero Scientifico. Roma. 2009 ): “ Entrambi gli Studi riportati negli esempi
del paragrafo introduttivo, quello dello studio di Framingham e quello
italiano di Palmieri ( Progetto CUORE ) riguardano coorti di persone seguite
prospetticamente. Il primo studio inizio nel 1948, il secondo nel 1986. Coloro
che hanno concepito e condotto questi studi hanno dovuto aspettare del
tempo prima di osservare un numero di eventi adeguato per poter fare delle
affermazioni sui fattori di rischio per le malattie cardiovascolari. Il numero di
eventi e funzione del rischio, stimato dal tasso di incidenza, a cui é esposta la
popolazione studiata e del tempo di follow — up ( durata dello studio ).
Questo tipo di studio richiede solitamente tempi lunghi. Una possibile,
relativa, scorciatoia e quella di selezionare i soggetti che hanno un maggiore
rischio di base; ad esempio, nei due studi citati sono stati scelti campioni di
popolazione di eta superiore a 30 anni ( il rischio per malattie
cardiovascolari, come quello della maggior parte delle malattie, aumenta con
I'aumentare dell’eta ). Un’alternativa e quella di ricorrere a coorti
retrospettive ( studio di coorte non contemporaneo ), quando sono disponibili
documenti ai quali ci si puo riferire per la ricostruzione della esposizione e
degli eventi insorti nelle persone che compongono il gruppo di studio “,

| possibili bias negli Studi epidemiologici di coorte sono costituiti da bias di
selezione e da bias di informazione.

| bias di selezione sono rappresentati da:

1) selezione di due gruppi che differiscono per altre caratteristiche oltre che
per I'esposizione ( bias del lavoratore sano );

2) isoggetti selezionati differiscono in maniera sistematica dai soggetti non
selezionati come da esempio per classe sociale o livello di istruzione (

selezione da social network o da elenchi telefonici );
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3) Perdite differenziali al follow — up.

| Bias di informazione sono rappresentati da:

1) L'accertamento della malattia puo essere influenzato dalla conoscenza
dello stato di esposizione ( bias dell’intervistatore );

2) Miscalassificazione dell’esposizione;

3) Bias di sorveglianza.

TABELLA
TERMINE DEL FOLLOW -UP

Sviluppa Non sviluppa Totale Tasso di

Malattia malattia
Esposti a b a+ b a/a+b
Non esposti C d c+ d c/ c+d
Incidenza esposti le = a/ (a+b)
Incidenza nonesposti | NE = C / ( c+d )

Tra le quantita dobbiamo distinguere:

1) Tasso di Incidenza Cumulativa: & data dal rapporto tra n° di eventi
insorti in un determinato periodo ed il n° di soggetti a rischio all’inizio della
osservazione.

Il Tasso di Incidenza Cumulativa & una proporzione con valori compresitra 0

ed 1.

4 "

Esso e interpretabile come la “ probabilita “ che ha ciascun soggetto di

essere colpito dall’evento ( malattia)
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Si tratta di Tasso idoneo a predire la malattia nel singolo individuo.
2) Tasso di Incidenza Medio: Tiene conto, mediante il calcolo “ tempo —
persona ), della lunghezza del periodo a rischio di ogni soggetto.

o

i suoi valori vanno da 0 a infinito. Non puo0 essere interpretata come

o

probabilita E’ la misura piu idonea ed utilizzata negli studi finalizzati a
saggiare ipotesi di rischio eziologico.

Dallo Studio di coorte si evincono Misure di associazione che sono costitutie
dal Rapporto e dalla Differenza.

Dal Rapporto deriva il Rischio Relativo che appunto € costituito da Rapporto

tra I'Incidenza degli Esposti e I'Incidenza dei non Esposti.

RR ( Rischio Relativo) = le/ INe cioé Incidenza Esposti/incidenza
non Esposti.

Il Rischio Relativo indica la forza dell’associazione, cioé di quante volte &
maggiore il rischio di evento negli esposti rispetto ai non esposti.

Un Rischio Relativo ( R.R.) di Infarto del miocardio per coloro che soffrono di
ipertensione arteriosa di 2,1, per esempio, significa che i soggetti affetti da
Ipertensione arteriosa hanno un rischio circa il doppio di ammalare di
Infarto del miocardio rispetto a chi non presenta questo fattore di rischio.

Il Rischio Relativo quindi:

se = 1 significa che l'esposizione al fattore di rischio in studio non é
associata a malattia. Infatti il tasso di incidenza degli esposti € uguale al
tasso di incidenza dei non esposti

se > 1 significa che I'esposizione in questione e un fattore di rischio.
Infatti il tasso di incidenza negli esposti € maggiore del tasso di incidenza nei

non esposti.
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se > 1 significa che l'esposizione in studio é un fattore protettivo.
Infatti il tasso di incidenza negli esposti € minore del tasso di incidenza nei

non esposti.

ESEMPIO: Si tratta di uno studio di coorte che interessa una popolazione di
8000 persone di cui 3000 fumatori e 5000 non fumatori. Si investigava circa
il rapporto tra condizione di fumatore ed insorgenza di patologia
cardiovascolare. Al termine del full — up si sono evidenziati nei 3000 soggetti
fumatori 84 soggetti malati e 2916 soggetti sani. Nei 5000 soggetti non
fumatori si sono riscontrati 87 soggetti malati e 4913 soggetti sani.
L'incidenza dei soggetti esposti & stata 84/3000 x 1000 = 28,00. Mentre
I'incidenza dei soggetti non esposti & stata 87/5000 x 1000 = 17,4.

Il Rischio Relativo R. R. sappiamo, da quanto gia detto, che si calcola cosi:
Incidenza Soggetti Esposti ( Fumatori ) / Incidenza Soggetti non Esposti =
28,00/ 17,4 = 1.6.

Deduzione: Il rischio di sviluppare una patologia cardiovascolare e 1,6 volte

superiore nei soggetti fumatori che non nei soggetti non fumatori.
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Dalla differenza deriva invece il Rischio Attribuibile.

Esso da luogo a due grandezze:

RAE = |e- INE= Rischio Attribuibile negli esposti
RA%E = I -INe/ IE = RA% negliesposti( Frazione Attribuibile ).
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[l Rischio Attribuibile negli Esposti ( RA % ) cioe la Frazione Attribuibile
indica quanta parte ( in percentuale % ) del rischio ( Incidenza ) nel gruppo

degli esposti € dovuto alla loro esposizione a quel fattore di rischio.

ESEMPIO: Siripetono i dati utilizzati per lo Studio di coorte circa il rapporto
tra abitudine di fumatore ed insorgenza di patologia cardiovascolare. Si
tratta di uno studio di coorte che interessa una popolazione di 8000 persone
di cui 3000 fumatori e 5000 non fumatori. Si investigava circa il rapporto tra
condizione di fumatore ed insorgenza di patologia cardiovascolare. Al
termine del full — up si sono evidenziati nei 3000 soggetti fumatori 84
soggetti malati e 2916 soggetti sani. Nei 5000 soggetti non fumatori si sono
riscontrati 87 soggetti malati e 4913 soggetti sani.

L'incidenza dei soggetti esposti & stata 84/3000 x 1000 = 28,00. Mentre
I'incidenza dei soggetti non esposti & stata 87/5000 x 1000 = 17,4.
Calcoliamo il Rischio Attribuibile nei fumatori come segue:

RA Fumatori = ( | Esposti - INonesposti) X 1000 = 28-17,4 = 10,6 x 1000
RA % Fumatori = (| Esposti - | Nonesposti ) / |Esposti = (28,0—17,4)/ 28,0 =
37,9 %.

DEDUZIONI: Significa che il 37,9 % dell'incidenza delle patologie

cardiovascolari € dovuto al fumo.
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TASSO DI FOLLOW — UP: Uno Studio Epidemiologico di coorte pud essere

abbandonato dai soggetti esaminati per qualsiasi motivo ( decesso per altre
cause diverse da quella dell'indagine, perché in caso di morte dovuta
all’esposizione semmai il soggetto costituisce un ulteriore caso probante;

decisione di carattere personale di wuscire dalla coorte in esame;
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trasferimento in altra citta del soggetto esaminato ). D’altra parte alcuni
soggetti possono essere arruolati nella coorte in tempi diversi.

Quindi:

* i soggetti possono entrare nello Studio di coorte in momenti diversi
nell’arco di tempo stabilito per I'arruolamento;

* i pazienti possono uscire dallo Studio di coorte prima che il periodo di
osservazione sia completato.

Si definiscono censored i soggetti usciti dallo Studio per cause dipendenti
dall’organizzazione dello Studio ed indipendenti da volonta del paziente.

Si definiscono Persi al Follow —up ( lost ) pazienti usciti dallo Studio per

loro volonta o per cause legate al proprio stato di salute.
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Infatti gli esempi che sono stati riportati limitano I'osservazione assumendo
che tutti i soggetti siano stati seguiti per I'intero periodo della durata dello
Studio Epidemiologico. Nella realta delle cose molte popolazioni che
vengono studiate sono aperte o dinamiche. Questo vuol significare che,
durante il periodo di osservazione, una popolazione in studio si puo
arricchire di nuovi soggetti e contestualmente pu0 perdere alcuni
componenti  dello studio per causa di morte, trasferimenti, altre
motivazioni. Le popolazioni aperte sono dette stabili se il bilancio di nuovi
apporti e delle perdite € in equilibrio. Quando invece non ci si trova di
fronte ad una stabilita della popolazione, si e soliti quantificare la
dimensione della popolazione media stimando, per esempio, la popolazione
presente a meta periodo di osservazione o considerando il tempo persona,
ossia effettuando una somma tra I'apporto temporale di ogni componente
soggetto al rischio di ammalarsi, presente anche in modalita temporanea,

nella popolazione in studio. Per esempio se un soggetto € stato seguito per
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due anni ed altri due per sei mesi, il totale del periodo —popolazione sara di
tre anni persona.

Quindi, posto che i soggetti arruolati in uno studio di coorte non vengono
seguiti tutti per un periodo di uguale lunghezza: alcuni soggetti verranno
arruolati in un tempo successivo rispetto all'inizio dello studio
epidemiologico, altri, per le cause dette sopra ( morte, trasferimento di citta,
motivazioni personali ) possono terminare I'osservazione epidemiologica
prima del termine previsto dal Protocollo di Ricerca. In questo caso, il calcolo
dei tassi di incidenza puo0 essere effettuato mediante due diverse metodiche:
1) sipuo ricorrere all’'uso del numero di soggetti in osservazione, ottenendo
cosi un tasso che viene definito “ tasso di incidenza cumulativo “;

2) si puo invece tenere conto del tempo esatto in cui ogni soggetto e stato
tenuto in osservazione. In questo caso il denominatore del tasso di
incidenza sara costituito non piu dal numero di persone , ma dalla somma
dei tempi di osservazione degli individui arruolati: cioe dalla somma dei tem-
‘

pi in cui, complessivamente, i soggetti arruolati sono stati “ a rischio “ di

III

sviluppare I'evento. |l tasso che in questo caso si ottiene e il “ tasso medio
di incidenza “, definito anche “ densita di incidenza “.

Il tempo — persona puo essere espresso in diverse unita di tempo ( anni,
mesi, giorni ). La scelta dipende solo dalla malattia che si sta studiando e
dalla frequenza ( incidenza ) con cui questa malattia si presenta nella
popolazione in studio. Al contrario che nelle epidemie da malattie infettive,
in cui il tempo — persona € espresso in giorni e mesi, negli studi epidemiolo-
gici delle malattie professionali, ove in rari casi si usano i mesi persona,
saranno piu usati gli anni — persona, e con ogni probabilita nel caso dei

tumori professionali che hanno un lungo periodo di latenza.

Se si effettua I'analisi mediante |'uso degli anni persona € necessario che:
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1) I soggetti persi dallo Studio Epidemiologico abbiano la stessa probabilita
di sopravvivenza nei soggetti che sono invece rimasti nello Studio;
2) Visia assenza di trend temporale;
3) Il rischio sia uniforme nel periodo considerato, affinché il tasso medio, che
si viene a calcolare con questa metodica, sia rappresentativo dell’intero
periodo;
4) Le perdite si equidistribuiscano all’interno del periodo considerato. Nel
caso in cui, non essendo noto il momento esatto di uscita dei soggetti dallo
Studio, il denominatore del tasso di incidenza venga stimato attraverso la
popolazione media del periodo;
5) Il rischio deve aumentare proporzionalmente all’aumentare della
lunghezza del tempo di osservazione.

EE X XSS LS TS
Oltre che la Metodica della applicazione del tempo — persona, in altri casi si
effettua I’Analisi della Sopravvivenza.
Questo metodo consiste nel fatto che i soggetti arruolati nello Studio
Epidemiologico di coorte molto spesso non vengono seguiti tutti per un
periodo di tempo di uguale lunghezza, ed invece che ricorrere alla metodica
degli anni persona ( tempo persona ), si riporta, in maniera fittizia, il punto in
cui ogni soggetto e stato arruolato ad un punto zero comune, che coincida
con l'inizio dello Studio Epidemiologico di coorte.
Una volta che quindi e stato stabilito per tutti i soggetti inclusi nello Studio
Epidemiologico di coorte un momento di arruolamento “fittizio “ comune, la
fase successiva consiste nello studio dell’landamento della probabilita di
evento in base al tempo trascorso dall’inizio del follow — up.  Vengono
quindi costituiti grafici che rappresentano le curve di sopravvivenza. |l
concetto del tempo di sopravvivenza e da interpretare in senso estensivo in

guanto si applica anche ad eventi diversi dalla morte; nella fattispecie
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qguindi:  soggetti che, durante il periodo di osservazione, non hanno
contratto una malattia professionale, non hanno contratto un tumore
professionale ( a prescindere che si sia verificato I'evento morte e quindi con
riferimento anche alla diagnosi di malattia professionale o di tumore
professionale ).

Esistono due metodiche per la costruzione delle curve di sopravvivenza: 1) il
Metodo della “ life table “; 2) il Metodo di “Kaplan Meier “.

Dunque:

1) Metodo di “ life table “: € detto anche “ metodo classico “: si suddividono
intervalli nell’intero arco dello studio e si effettua il calcolo della probabilita
di ogni evento per ogni intervallo, effettuando il rapporto tra il numero di
eventi osservati in quell’intervallo ed il numero dei soggetti a rischio di
sviluppare I'evento ( malattia ).

ESEMPIO:

2) Metodo di “ Kaplan — Meier “: questo Metodo & quello maggiormente
usato quando si ha conoscenza del momento esatto dell’occorrenza
dell’evento.  Questo Metodo, ai fini di ottenere le curve di sopravvivenza
prevede il calcolo di probabilita istantanee. Viene quindi calcolata una
probabilita per ogni istante nel quale si e verificato almeno un evento. Se si
segue questo Metodo, affinche vengano evitate distorsioni nei risultati:

1) i soggetti persi dal Full — up devono avere la stessa probabilita di

sopravvivenza ( esenzione dalla malattia ) dei soggetti rimasti in studio,
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quindi si assume che il motivo della loro uscita dallo Studio Epidemiologico di
coorte non sia correlato all’evento in studio.

2) vi deve essere assenza di trend temporale. Cioe si assume di non
assunzione nel corso dell’arruolamento e di tutto il Follow — up di nuove
metodiche diagnostiche per evidenziare una malattia ( professionale ) o un
tumore ( professionale ). Nel campo clinico si intende il non utilizzo anche di

nuove procedure terapeutiche.

ESEMPIO:

CONSIDERAZIONI SUGLI STUDI DI COORTE: D’altra parte, la presenza del
Follow — up & la caratteristica peculiare di uno Studio Epidemiologico di
coorte e, se e inevitabile che un certo numero di soggetti sfugga al Fullow —
op, € necessario pero fare in modo che i soggetti persi al Follow — up siano
pochi rispetto a coloro che vengono seguiti fino alla fine del periodo di
osservazione previsto ed € comunque opportuno verificare che essi non
siano diversi da quelli che si continua a seguire per qualche variabile di

significato prognostico.
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STUDIO CASO CONTROLLO:

Come si e gia detto se nello Studio epidemiologico di coorte, appena
esaminato, dalla ipotizzata causa ( esposizione ad un fattore di rischio: noxa
patogena ) si evidenzia se si verifica un effetto ( malattia ), nello Studio
Epidemiologico caso - controllo da un effetto ( malattia ) si cerca di

individuare la causa ( noxa patogena ). E nelllambito di un tumore
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professionale si cerca di individuare I'agente cancerogeno a cui il lavoratore
e stato esposto.

Quindi I'obiettivo dello Studio caso — controllo & studiare I'associazione tra
presenza di malattia in un certo gruppo di soggetti ed esposizione ( in
passato ) ad uno o piu fattori di rischio.

Nel disegno dello Studio caso — controllo:

1) si identificano  due gruppi di persone: malati ( casi ) e non malati (
controlli).

2) simisura il livello di esposizione al fattore di rischio nei due gruppi.

Ad esempio:

a) negli anni ‘ 60 si e studiato I'eccesso di carcinoma vaginale nel New
England in giovani donne. Si e formulata una ipotesi: storia di minaccia di
aborto nelle loro madri. Come metodo si e deciso di effettuare un confronto
tra I'uso degli estrogeni in gravidanza tra le madri delle figlie ( casi ) affette
da carcinoma vaginale ed i controlli. Si e ottenuto come risultato dello
studio che le madri delle ragazze con carcinoma vaginale avevano fatto uso
del dietilstilbestrolo per minaccia di aborto durante la gravidanza. Infatti,

(

come ricordano A. Mele e M. E. Tosti in “ Epidemiologia per la clinica e la
sanita pubblica “, di A. Mele, E. Spada e M. E. Tosti (Edizioni Il pensiero
Scientifico. Roma. 2009 ): “ Alla fine degli anni Sessanta, al Vincent
Memorial Hospital del New England ( Stati Uniti ), fu osservato un numero
inatteso di casi di cancro vaginale in donne di giovane eta. Infatti, sebbene
questo fosse un tumore raro, nel periodo 1966 — 1969 erano state osservate
8 ragazze con questa neoplasia. Sarebbe stato arduo, per i ricercatori
incaricati di indagare sulle possibili cause di questa epidemia, ricorrere ad un
disegno classico di studio di coorte. Avendo a disposizione 8 casi di cancro

vaginale, la strategia piu efficace che gli investigatori potessero utilizzare era

quella di confrontare le ragazze con questa neoplasia con un gruppo di
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ragazze senza la neoplasia, che fungessero da controllo ( furono presi 4
controlli per ogni caso ). Questo controllo aveva lo scopo di individuare delle
differenze nella storia dell’esposizione a possibili fattori di rischio, che
potessero spiegare l'insorgenza di tale tipo di cancro in queste ragazze. Tra i
fattori di rischio presi in considerazione per il confronto, furono incluse anche
informazioni relative ad eventuali minacce di aborto delle loro madri ed
all’utilizzo, da parte di queste, di estrogeni in gravidanza. Le differenze che
emersero da questo confronto evidenziarono che le madri delle ragazze con
cancro vaginale avevano fatto uso durante la gravidanza del
dietilstilbestrolo, un ormone sintetico non steroideo usato in caso di
minaccia di aborto “.

b) si e riscontrato eccesso di ricoveri per cancro dell’esofago in Etiopia. Si &
formulata come ipotesi causale I'abitudine da parte della popolazione etiope
di consumare cibi molto caldi senza bere. Come metodo si & deciso di
confrontare le abitudini alimentari di 26 casi di carcinoma dell’esofago con
le abitudini alimentari di persone della stessa area di residenza e della stessa
eta, ricoverati per altre patologie. Si & ottenuto come risultato che
sussisteva una forte associazione tra le abitudini alimentari e I'insorgenza del
carcinoma esofageo ( OR = 7,5). Come sempre ricordano A. Mele e M. E.
Tosti in “ Epidemiologia per la clinica e la sanita pubblica “, di A. Mele, E.
Spada e M. E. Tosti (Edizioni Il pensiero Scientifico. Roma. 2009 ): “ Un
esempio piu recente dell’applicazione di un disegno di studio di tipo caso-
controllo é il sequente: un chirurgo italiano, giunto in Etiopia in seguito ad
una collaborazione tra lo stato africano ed il Ministero degli Affari Esteri,
osservo un insolito ed inatteso numero di casi di cancro dell’esofago in una
regione di quel Paese. Egli ipotizzo che questo fenomeno fosse legato
all’abitudine di gran parte della popolazione locale di consumare cibi molto

caldi e di non bere durante i pasti. Cosi il chirurgo trovo assai pratico e
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rapido confrontare le abitudini di consumazione degli alimenti dei 26 casi
da lui osservati con quelle di persone della stessa area di residenza e della
stessa eta, afferite all’ospedale per altre patologie. Tutte le informazioni
furono raccolte attraverso un questionario standardizzato; fu cosi trovata
una associazione tra I'abitudine di consumare cibi caldi senza bere durante i
pasti e l'insorgenza di cancro dell’esofago. Lo studio il cui disegno ha come
punto di partenza i casi e confronta la storia espositiva di questi con quella di
un gruppo di soggetti non affetti dalla patologia, si definisce studio caso .
controllo “.
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Si puo costruire la Tabella riassuntiva dello Studio caso — controllo:

CASI CONTROLLI
ESPOSTI a b
NON ESPOSTI C d
Odds di espo- a/c b/d

sizione

Infatti le misure che si ottengono da uno Studio Epidemiologico caso -
controllo sono:
Odds diesposizione dei casi

Odds di esposizione dei controlli

Dove Odds e il rapporto tra la probabilita ( o frequenza ) dell’evento e la

probabilita del non evento.
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E quindi si calcola I’ Odds Ratio = Odds (esp ) casi / Odds ( esp ) controlli
Quindi:
a/c

Posto che:

OR = Odds ( espos ) casi/ Odds ( esp ) controlli

0 1 Odds Ratio (OR) infinito
Se:
OR = 1 - ilvaloredell’odds di esposizione nei casi € uguale all’odds

di esposizione nei controlli (il fattore non e associato alla malattia )

1 < OR < infinito - ilvalore dell’odds di esposizione nei casi &
mahggiore dell’odds di esposizione nei controlli ( il fattore e un rischio)

0 < oppure = 1 il valore dell’odds di esposizione nei casi € minore
dell’Odds di esposizione nei controlli (il fattore & protettivo ).
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