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RELAZIONE DEL PRESIDENTE
ALLA SEDUTA INAUGURALE DELI’ACCADEMIA
ANNO 2012-2013

A utorita, cari Soci, cari colleghi, signore e signori,

come negli anni passati, iniziamo questa importante seduta con un
cordialissimo benvenuto a voi tutti. Grazie di essere qui, nella nostra storica
Aula. Ringrazio anche coloro, Soci e Autorita, che impossibilitati a partecipare,
hanno espresso in lettere ed e-mail il loro rammarico di non poter intervenire.
Un particolare augurio di recuperare forza e qualita di vita a illustri Soci che
non sono oggi presenti per malattie invalidanti. Com’e tradizione, sono al
mio fianco a questo tavolo il Presidente Vicario Dott. Alessandro Comandone
e il Segretario Generale Dott.ssa Teresa Cammarota.

Nella seduta privata di inizio Anno, la comunita accademica ha voluto
testimoniare con voto plebiscitario la propria fiducia all’attuale presidenza e
vicepresidenza, rinnovando il mandato per un secondo biennio. Gratitudine,
responsabilita, impegno, sono sentimenti, e non parole di circostanza, e
vengono, come suol dirsi, dal profondo del cuore. Ringrazio infine, a nome
del Consiglio di Presidenza e di tutti i Soci, il Prof. Ivan Cavicchi per aver
accettato l'invito a inaugurare [’ attivita del nuovo Anno Accademico con una
lettura magistrale, che ha un titolo particolarmente stimolante, e che é una
sorta di manifesto culturale: “Una filosofia per la medicina”.

Lo chiameremo al podio e lo ascolteremo subito dopo la relazione del
Presidente sull attivita svolta nell’Anno Accademico appena concluso. Non vi
tediero a questo riguardo con [’elencazione analitica delle sedute scientifiche
e dei vari eventi (convegni, presentazioni di libri) promossi o partecipati
dall’Accademia. Piuttosto cerchero di focalizzare il significato di alcune
realizzazioni e proporvi alcune considerazioni personali su chi siamo e dove
vogliamo andare.

Al termine della lettura magistrale del Prof. Cavicchi vi sara una breve
pausa. Seguira poi la parte piu istituzionale, e anche piu simpatica e ricca
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di emozioni, di questa seduta, o se volete, cerimonia inaugurale del nuovo
Anno Accademico, e cioe la consegna dei Diplomi ai nuovi Soci, nelle varie
Categorie, e la consegna dei Premi di Laurea e delle Menzioni d’Onore
ai giovani neo-dottori in Medicina e Chirurgia dell Universita di Torino e
dell’Universita del Piemonte Orientale. I premi testimoniano la generosita
e la sensibilita nei confronti dell’Accademia della famiglia Arneodo e della
Fondazione Piera, Pietro e Giovanni Ferrero di Alba. Sono presenti in sala
la Dott.ssa Severina Arneodo, il Dott. Mario Strola e il Dott. Ettore Bologna,
rispettivamente Segretario Generale e Responsabile dei Servizi Medici
della Fondazione Ferrero. Le borse di studio sono intitolate alla memoria
del Dott. Italo Arneodo e del nostro indimenticabile socio Prof. Gianpiero
Gaidano. E anche presente in sala la Sig.ra Elena Gaidano, che ogni anno
vuole testimoniarci, vincendo gli acciacchi fisici e le difficolta di accesso alla
nostra aula, l'apprezzamento per questa iniziativa.

E veniamo adesso ad alcuni aspetti dell attivita svolta, con [’ausilio anche
di qualche immagine.

Com’e noto, I’'Accademia di Medicina, con i suoi 167 anni d’eta é la
pin giovane delle tre Accademie Sabaude tutt’oggi attive nella nostra
citta: I’Accademia delle Scienze, I’Accademia di Agricoltura e, appunto,
I’Accademia di Medicina. Al Prof. Alberto Conte, Presidente dell’Accademia
delle Scienze, e al Prof. Pietro Piccarolo, Presidente dell’Accademia di
Agricoltura, un cordiale amichevole saluto. Entrambi mi hanno contattato
esprimendo il rammarico di non essere qui per coincidenti impegni da tempo
assunti fuori sede. Rinnovo quindi il saluto ai loro rappresentanti, Prof. Giulio
Cantini-Cortellezzi per I’Accademia di Agricoltura, e Prof. Alberto Piazza
per I’Accademia delle Scienze.

Siamo molto onorati, come Accademia di Medicina, dell attenzione e della
preziosa e stimolante collaborazione delle due Accademie “sorelle”, cosi
ricche di storia e cultura. Analoghi sentimenti valgono per la collaborazione
con ["Universita degli Studi.

Rivolgo un saluto particolarmente amichevole e grato al Magnifico
Rettore Prof. Ezio Pelizzetti, che ha voluto essere 0ggi con noi, e ricordo
anche il supporto costante e fattivo di risultati dei precedenti Rettori
nostri Soci, Prof. Rinaldo Bertolino e Prof. Mario Umberto Dianzani,
anche loro presenti in sala. L'Accademia vive oggi e non sopravvive,
grazie all’Universita e all’operativita dei suoi dirigenti e tecnici.
Mi riferisco all’inserimento nella rete telefonica e informatica, alla
gestione della biblioteca e dei relativi programmi di informatizzazione, alla



39

manutenzione sempre pin onerosa dei nostri storici locali, alle spese per i
servizi energetici.

Ho citato, non a caso, la collaborazione con le Accademie Sabaude e con
["Universita perché due iniziative, poste rispettivamente all inizio e nell 'ultima
parte dell’Anno Accademico testé concluso, ne sono emblematiche. La prima,
la cosiddetta seduta congiunta delle tre Accademie, ha assunto un particolare
valore aggiunto nell’anno celebrativo dei 150 anni di Unita Nazionale. Nella
restaurata, storica Sala dei Mappamondi dell’ Accademia delle Scienze,
gremita di pubblico, ¢ stata rievocata quella comunita scientifica italiana
che nel XIX secolo, coniugando entusiasmo, dedizione e fatica guardava
all’Europa e acquisiva, fra mille difficolta, coscienza nazionale. Merito dei
Relatori Proff. Potecchi, Bargoni, Giacobini, Conte aver focalizzato non solo
gli aspetti pin rilevanti sul piano culturale, ma anche situazioni e particolari
meno noti e per questo piu stimolanti. Ricordo il tema generale della nostra
seduta: Progresso Scientifico e Coscienza Nazionale: le Riunioni degli
Scienziati Italiani in Eta Risorgimentale. Ricordo altresi come la seconda
di queste riunioni, iniziate nel 1839, programmate con cadenza annuale e
itineranti negli allora diversi Stati italiani, si svolse a Torino nel 1840, sotto
gli auspici del re Carlo Alberto di Savoia e la Presidenza del Conte Alessandro
di Saluzzo, allora Presidente della Reale Accademia delle Scienze.

La seconda iniziativa, attuata a fine Settembre 2012, in collaborazione
con I’Accademia delle Scienze e ['Universita di Torino, é stata il Convegno
celebrativo di Salvatore Luria nel centenario della nascita. Luria, nato a
Torino e laureato in Medicina e Chirurgia nella nostra Universita, formatosi
nei laboratori di Giuseppe Levi, fu costretto a lasciare I'ltalia a causa delle
leggi razziali. Giunto negli Stati Uniti, sviluppo una prestigiosa personalita
di scienziato e docente, onorato del Premio Nobel per la Medicina
nell’anno 1969. Maestro e mentore di James Watson, gli é riconosciuto un
ruolo di pioniere carismatico degli studi sull espressione genica. Tra i vari
apprezzatissimi contributi e le testimonianze di chi conobbe personalmente
Luria, vorrei menzionare l'intervento del Prof. David Schlessinger, Direttore
del Laboratorio di Genetica dell’NIH a Baltimora, amico dell’Iltalia e dei
nostri Soci Proff. Giorgio Mangiarotti, Lorenzo Silengo e Alberto Piazza, e
allievo di seconda generazione di Luria. 1l Socio Prof. Alessandro Bargoni
ha letto una lettera intensa di sentimenti del figlio Daniel, che ha posto in
luce alcuni aspetti della personalita del padre, e soprattutto il suo impegno
politico nel combattere dogmatismo, ingiustizie e scelte imperialiste della
politica internazionale, e nel riaffermare le valenze etiche della ricerca
scientifica.
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Le sedute scientifiche pubbliche che si sono succedute con la classica
cadenza quindicinale sono state 16 e nelle tre successive schermate che
verranno proiettate alle mie spalle vedrete i temi e i relatori del 2012, e
potrete non solo valutare [’ampio ventaglio di argomenti trattati ma anche
individuare auspicabili proposte per argomenti nuovi e complementari a
quelli trattati.

Abbiamo iniziato con una splendida relazione del Prof. Giuseppe Ofttavio
Armocida, Presidente della Societa Italiana di Storia della Medicina sul modo
di intendere uomo e donna nella pratica medica e nella societa ottocentesche,
un ciclo di serate su vari aspetti della cosiddetta Medicina di Genere. 1l
ciclo proseguira nel corrente Anno Accademico e si concludera nella data
emblematica dell’8 marzo con la relazione della Prof.ssa Giovannella Baggio,
Presidente della Societa Italiana di Medicina di Genere.

Com’e tradizione consolidata, distribuiamo oggi, fresco di stampa
e pubblicato grazie al contributo della CRT, il 174° volume del Giornale
dell’Accademia, che raccoglie i testi delle relazioni scientifiche e delle
commemorazioni dei Soci scomparsi, che riguardano le presentazioni
in aula nel corso del 2011. E ancora piti corposo del precedente volume
173, pubblicato I’anno scorso. Il nostro Giornale é, se non la piu longeva,
certamente fra le pit longeve pubblicazioni periodiche in ambito biomedico
del nostro paese, e ha distribuzione internazionale. E quindi un lungo
percorso di testimonianza culturale, un impegno che viene di lontano. Il
Giornale dell’Accademia, di cui siamo orgogliosi, vuole testimoniare,
d’un lato, il progresso scientifico e la ricerca avanzata, con particolare
attenzione ai contributi torinesi e piemontesi, e dall’altro, le radici storiche
e la continuita dei valori fondanti e tutt’oggi preziosi della comunita
accademica. In questo senso, ritengo importante segnalare come il nuovo
volume contenga i contributi dei nuovi Soci corrispondenti e dei giovani
ricercatori vincitori dei premi di laurea dell’Accademia, consegnati nella
cerimonia inaugurale dello scorso anno. Ricerca up-to-date, firmata da
giovani di successo; anche questo ¢ un segnale che l’Accademia é viva e
guarda avanti. Ma ho parlato anche dell importanza e del significato di
guardare indietro, alle nostre radici storico-culturali e, in particolare, alla
storia medica piemontese, cosi ricca e affascinante. A questo proposito,
debbo dirvi che abbiamo gia in tipografia la nuova monografia storica del
nostro straordinario, infaticabile Socio Emerito Mario Umberto Dianzani,
Rettore, Preside della Facolta medica, Presidente della nostra Accademia
e appassionato storico di quello che lui stesso definisce il mezzo secolo
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d’oro della Medicina e dell’Universita torinesi, il secondo Ottocento,
un arco di tempo nel quale la nostra citta era punto di riferimento della
scienza italiana. Dopo la monografia su Alessandro Riberi, continuamente
richiesta e di cui abbiamo fatto una seconda edizione, ecco quella su
Giacinto Pacchiotti, professore universitario e uomo politico. Utilizzeremo
la stessa veste grafica dei precedenti volumi e, naturalmente, presenteremo
il nuovo volume in Accademia. Al Prof. Dianzani, a nome di tutti, un
ringraziamento particolare, ammirato e affettuoso. Alla tipografia Bodrato,
al sempre disponibile Andrea Bodrato, I’apprezzamento di noi tutti per una
collaborazione di alto livello professionale, davvero preziosa.

E adesso, qualche considerazione sull’iniziativa congiunta con la
Fondazione Ferrero di Alba. Una manifestazione dal taglio originale che
ha avuto indubbio successo e che ha prodotto un agile volumetto di poco
meno di 100 pagine, di cui vedete proiettata la copertina. Una manifestazione
bipolare, come s’é¢ detto, con una serie di aggiornamenti di alto livello
scientifico presentati in Accademia a Torino, cui é seguita una seconda serie
di presentazioni, sugli stessi temi ma con impostazione divulgativa per un
ampio pubblico, che si é svolta il giorno successivo nell Auditorium della
Fondazione Ferrero in Alba.

La Fondazione Ferrero ha nella sua recente storia prestigiose realizzazioni
culturali. Abbiamo condiviso con lo staff direzionale della Fondazione
una semplice gratificante strategia. Scienza e cultura non debbono essere
considerate un patrimonio di pochi privilegiati. Debbono essere condivise
da un’ampia popolazione, apprezzate come un patrimonio dinamico,
aperto alle esigenze di una societa in continua evoluzione, interessata a
migliorare la propria qualita di vita. Semplici e chiari messaggi informativi
e formativi: questo, apparentemente, il motivo di un successo testimoniato
dal dibattito in Alba e dalle tante persone che ci hanno cercato per ulteriori
informazioni o per problemi personali. Ripeteremo questa esperienza nel
prossimo Anno Accademico, e abbiamo gia il relativo tema. Parleremo del
declino psico-fisico dell’anziano, e di come si possa prevenirlo, e non solo
curarlo.

Nella seduta privata del Dicembre scorso, sono stati eletti, insieme
al Presidente e Vice Presidente, nuovi Soci Ordinari e un nuovo Socio
Corrispondente. E compito e privilegio del Presidente consegnare loro i
diplomi che riconoscono ['appartenenza alla nostra comunita, chiamandoli
individualmente perché, oltre al diploma ricevano anche le congratulazioni e
gli applausi di rito.
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I nuovi Soci Ordinari sono:

Prof.ssa Fiorella ALTRUDA

Prof. Gianni BONA

Dott. Guido BONGIOANNINI

Prof. Giovanni DI PERRI

Dott. Pier Paolo DONADIO

Dott. Carlo FALETTI

Prof. Fiorenzo GAITA

Prof. Guido GASPARRI

Dott. Franco NESSI

Prof.ssa Maria Giuseppina ROBECCHLI.

11l nuovo Socio Corrispondente é il
Prof. Giuseppe Ottavio ARMOCIDA.

Inoltre, in applicazione dello Statuto dell’Accademia, il Consiglio di
Presidenza unanime ha nominato nel corso del passato Anno Accademico i
seguenti Soci Emeriti:

Prof. Remo MODICA
Prof. Francesco MORINO
Prof. Gian Franco PAGANO.

1l Consiglio di Presidenza unanime ha altresi deliberato la nomina a Soci
Onorari della nostra Accademia del

Dott. Amedeo BIANCO, Presidente della Federazione Nazionale degli
Ordini dei Medici e degli Odontoiatri, e del

Prof. Pietro ROSSI, gia Presidente dell’Accademia delle Scienze di Torino
e illustre Maestro di Filosofia della Scienza.

Com’e tradizione, nello scorso Anno Accademico sono stati assegnati
i premi di Laurea intitolati alla memoria del Dott. Italo Arneodo e del
nostro Socio Prof. Gianpiero Gaidano, in applicazione dei rispettivi bandi
pubblicizzati in primavera. 1l numero e il livello di eccellenza scientifica
delle tesi presentate sono stati tali da aggiungere nell’odierna cerimonia,
il riconoscimento della Menzione d’Onore dell’Accademia ad alcune tesi
altrettanto meritevoli ma che, per I’ovvia limitazione dei fondi disponibili,
non hanno vinto il premio indicato nei bandi. Tutti i giovani neolaureati,
chiamati a ricevere premi o menzioni d’onore, saranno invitati a presentare
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i risultati delle loro ricerche nelle sedute scientifiche dell’Anno Accademico
che oggi inizia.

Hanno vinto il premio di Laurea intitolato al Dott. Italo Arneodo:
Dott.ssa Sara Monti. Dott. Davide Varenni.

Ha vinto il premio di Laurea intitolato a Gianpiero Gaidano:
Dott.ssa Annalisa Mastrapasqua.

Hanno meritato la Menzione d’Onore dell’Accademia:
Dott.ssa Alessandra Giai Via, Dott.ssa Silvia Marola,
Dott. Davide Giuseppe Ribaldone, Dott.ssa Marinella Tricarico.

Desidero, prima di condividere con voi alcune considerazioni
personali, ricordare due nostri Soci deceduti per i quali nei mesi scorsi
sono state tenute le commemorazioni in aula: Prof. Enrico Madon,
commemorato dai Soci Luca Cordero di Montezemolo e Carlo de Sanctis;
Prof. Simone Teich-Alasia, commemorato dal Socio Maurizio Stella.
Ai familiari rinnovo a nome della nostra comunita i sentimenti di intensa
partecipazione al loro lutto.

Ed ecco, adesso, le considerazioni sopra menzionate. Non v’é dubbio che
dall’epoca della fondazione ai giorni nostri, [’Accademia abbia onorato
la sua missione originaria, valida oggi come allora, di promozione e
diffusione della cultura medica e degli incessanti progressi scientifici che
hanno caratterizzato i nostri tempi. Si puo a buon diritto affermare che la
conoscenza medica raggiunta con gli studi degli ultimi 50 anni sopravanza
di gran lunga la conoscenza raggiunta con quanto realizzato da tutte le
precedenti generazioni.

Ma quando si parla di medicina, il discorso va ampliato al di la delle
conoscenze scientifiche e deve coinvolgere una peculiare e nobile componente
dell’attivita medica. Riguarda, quest ultima, il rapporto fiduciale medico -
paziente, oggi piu di ieri in crisi, per molti motivi. Si avverte il disagio di
una societa sempre piu tecnologica, depersonalizzata, spesso frenetica e
superficiale, poco attenta ai valori veri e ai sentimenti intensi che sono
l’essenza di cio che definiamo qualita di vita. Nel recupero di quelle valenze
culturali ed etiche, che coniugano progresso scientifico e professione medica,
I’Accademia di Medicina e chiamata a valorizzare una sua funzione peculiare,
di cerniera tra passato e futuro. Il passato é la storia di cui siamo orgogliosi,
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testimoniata dalle prestigiose figure dei suoi Soci, scienziati e clinici, e dalle
personalita illustri che si sono succedute nella nostra storica Aula Magna,
compresi non pochi premi Nobel. Il futuro e, ovviamente, quello delle nuove
generazioni alle quali devono giungere messaggi culturali preziosi per le loro
scelte professionali, ma e anche, soprattutto, quello della pitt ampia societa
civile alla quale, ne siamo convinti, servono, oggi piu che mai, esempi di
impegno, studio, coerenza etico — comportamentale.

Ma accademia ¢ un termine che potremmo definire astratto. L'Accademia
si sostanzia negli Accademici; una coorte di oltre 100 intellettuali, ciascuno
con un background scientifico-professionale di alto livello, e un curriculum
personale di evidente prestigio. Possiamo allora interrogarci e riflettere su
noi stessi. restiamo ancorati ai nostri meriti o abbiamo valori da esportare
nella societa? Sul ruolo degli intellettuali nel nostro tempo vi é un’enorme
letteratura: una intera biblioteca. Sentivemo come ci fara riflettere sulla
medicina e la professione medica Ivan Cavicchi. Vi e solo I'imbarazzo della
scelta, se si vogliono citare illustri protagonisti del mondo delle scienze e
delle arti. Per terminare queste considerazioni e lasciare tempo alla lettura
magistrale vorrei rifarmi a un grande protagonista della storia letteraria
del Novecento, che fu medico prima che scrittore e che sempre considero la
professione di medico analoga per vari aspetti a quella di scrittore. Michail
Bulgakov, I'autore di quello straordinario capolavoro che ¢ “Il Maestro
e Margherita”, non volle espatriare dalla Russia stalinista, malgrado
lostracismo ufficiale e i quotidiani pericoli non solo per la sua attivita ma
per la sua stessa vita'. La sua vicenda é simile a quella dell altrettanto grande
compositore Dimitrij Sostakovic>. Entrambi erano resistenti, con molti rischi
personali, all’ottusa burocrazia e all’imperante prevaricazione dell autorita
costituita; entrambi ritenevano che l'impegno intellettuale avesse quale ovvia
applicazione pratica scelte di vita al servizio della societa, attuale e futura,
condensabili in due parole: altruismo e comunicazione. Se hai un patrimonio
di sentimenti e di idee, devi farlo conoscere ad altri e fare in modo che lo
condividano, o comunque lo discutano, e i modelli di comunicazione possono
essere molteplici.

Bulgakov e Sostakovi¢ privilegiarono spesso la loro vena fantastica
e corrosiva, con temi grotteschi e buffoneschi di immediata presa, per far

! Michail Bulgakov: 4/ Governo dell’'URSS, lettera pubblicata in appendice a /I Maestro e Margherita,
Mondatori, Milano 1991, p. 521.

2 Elisabeth Wilson: Dimitrij Sostakovi¢ — Trascrivere la vita intera — lettere 1923-1975, 11 Saggiatore,
Milano 2006.
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riflettere sulla chiusura mentale e sulla tragica ipocrisia della dittatura
sovietica. Fortunatamente, siamo in tutt’altro tempo, in tutt’altro luogo, in
tutt’altra storia. Ma puo anche essere un buon modo di iniziare un nuovo
Anno Accademico, quello di richiamare [’attenzione su cosa possiamo fare
anche noi in termini di altruismo e comunicazione, all’interno della nostra
comunita e al di fuori, con umilta e sagacia, collaborando con altre istituzioni,
perseguendo, come amici e come abbiamo fatto, nel Consiglio di Presidenza,
un gratificante gioco di squadra.

E vorrei segnalare, come esempio pertinente, un ruolo importante per la
nostra Accademia, quello della valutazione critica delle terapie pitt o meno
miracolose, che i mass-media propongono incessantemente all opinione
pubblica sull’onda di una moda che tende a privilegiare tutto cio che é
nuovo e tecnologicamente avanzato, senza peraltro aver stabilito se le novita
rappresentano un reale vantaggio per gli ammalati. La comunicazione in
ambito biomedico necessita di una sorta di coscienza critica anche per il fatto
che i pazienti di oggi non sono quelli di ieri. La societa in cui viviamo cambia
rapidamente e con essa cambiano le abitudini di vita, e anche la percezione
dei progressi scientifici, che dev essere corretta per essere utile, e non distorta
dagli straordinari mezzi di informazione oggi disponibili.

Siamo cosi giunti ai ringraziamenti finali, che integrano quelli gia fatti
in precedenza. Sono ringraziamenti non formali, anche perché il supporto
ricevuto da istituzioni pubbliche e da privati ha consentito [’attuazine dei
programmi istituzionali. Abbiamo tagliato il traguardo di un ulteriore Anno
Accademico, dignitosamente. Oltre all Universita di Torino, il ringraziamento
va in primo luogo alla Regione Piemonte e alla Divisione Cultura, Turismo
e Sport — Settore Biblioteche, Archivi ed Istituti Culturali, alla Fondazione
Cassa di Risparmio di Torino, ai Soci Benemeriti cosi determinanti per la
prosecuzione dell importante progetto di digitalizzazione e immissione in rete
dei testi antichi della biblioteca e, per quanto attiene alla Fondazione Cassa
di Risparmio di Torino, anche della nostra attivita editoriale.

Sul piano personale, debbo esprimere gratitudine tutt affatto particolare
per gli amici del Consiglio di Presidenza per una collaborazione che é
risultata una miscela virtuosa di idee, proposte, osservazioni critiche, sempre
sorrette dalla partecipazione emotiva alle sorti dell’Accademia. Un grazie
analogo, con molto affetto, va alla nostra segretaria Lidia Morea, sempre
disponibile, attenta, premurosa ed efficientissima. E non vanno dimenticati
Gino Zanchi, mitico custode e prezioso testimone della migliore tradizione
dell’Accademia, e il giovane Roberto Ginesci, bibliotecario divenuto esperto
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in biblio-informatica e prezioso collaboratore nei relativi progetti. Un
grazie, ancora, ai consulenti esterni che anche quest’anno hanno fornito
con indiscussa professionalita una preziosa collaborazione in ambito
amministrativo e legale. Infine, come nelle sedute inaugurali degli ultimi anni,
non puo mancare il ringraziamento a mia moglie Annita e alle care amiche
“dei fiori” per I'apprezzata decorazione floreale della nostra aula in questa
particolare circostanza.

Debbo concludere, e chiedo scusa se inavvertitamente ho tralasciato
di ringraziare qualcuno, ma non di certo voi tutti per la presenza odierna,
Dichiaro, e ne sono onorato, ufficialmente aperto [’Anno Accademico
2012-2013, centosessantasettesimo della fondazione dell’Accademia di
Medicina di Torino, sancita dal Re Carlo Alberto.

Prof. Alberto Angeli
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COMMEMORAZIONE DEL SOCIO
ENRICO MADON

Il Prof. Enrico Madon era nato a Vicoforte (CN) il 27 settembre 1935.

Iscritto a Medicina e Chirurgia, si dedico alla Pediatria sin da studente,
prima sotto la guida del Professore Guassardo, poi con la Professoressa
Sandrucci. Attirato dalla ricerca e dall’insegnamento diventa assistente
straordinario nel febbraio 1962 e poi prosegue nella carriera universitaria
prima come Professore Aggregato, poi come Professore Associato indi come
Professore Ordinario e termina la carriera come Direttore del Dipartimento di
Scienze Pediatriche e dell’ Adolescenza.

E autore di 216 pubblicazioni censite, pitl innumerevoli altri lavori.

Questi sono dati che, peraltro, dicono poco riguardo a chi era il Prof.
Madon.

Enrico Madon fu un grande medico e fu anche fortunato, perché quando
inizid a lavorare in Clinica Pediatrica, allora situata in via Menabrea, di
fronte alle Molinette, vi era un grande fermento e si era creato, nell’attesa
dell’apertura del nuovo Regina Margherita (nella sede attuale di Piazza
Polonia molto piu grande e confortevole) un’atmosfera stimolante. Si trattava
di decidere come e quali attivita specialistiche pediatriche, intese come attivita
di ricerca, bisognasse iniziare.

Il Prof. Madon aveva iniziato a lavorare con il Prof. Nigro (suo primo
lavoro sulla poliartrite cronica nel 1962) e si era occupato di vari aspetti della
pediatria (endocrinologia, ematologia, cardiologia, reumatologia), acquisendo
cosi una solida esperienza come Pediatra. Inizio nel 1967 ad occuparsi, tra i
primi in Italia, di oncologia, pubblicando, tra I’altro, sempre in collaborazione
con il Prof. Nigro, uno dei primi lavori sull’'uso della Vincristina nelle
neoplasie pediatriche (1968) e della L-Asparaginase nella leucemia acuta
(1970) con il Prof. Nigro e Piergiorgio Baroncelli.

Lattivita di quello che allora si chiamava “Servizio di Oncologia
Pediatrica” inizio nel 1968, al primo piano del nuovo edificio Regina
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Margherita, lato corso Polonia, al fondo, con pochi letti e una microscopica
sala medica.

I suoi primi collaboratori furono Piergiorgio Baroncelli e Pia Sacerdote,
assistenti ospedalieri strutturati, dopodiché giunsero, come specializzandi
affidati al Prof. Madon, Pierluigi Roberi nel 1970 ed il sottoscritto nel 1971.

Nello stesso periodo, in Clinica Pediatrica, la Professoressa Ansaldi aveva
posto le basi della Gastroenterologia Pediatrica, mentre la Professoressa
Gabutti (su stimolo del Prof. Nicola) dava impulso agli studi sulle
emoglobinopatie ¢ il Prof. Fabris alla Neonatologia.

“Cresciuto” in questo ambiente il Prof. Madon diventd innanzitutto
un grande medico, un medico completo, con competenze approfondite
in molteplici campi della Pediatria, che gli consentirono di avvicinarsi
all’Oncologia Pediatrica con un approccio innovativo, globale e
multidisciplinare.

Madon aveva sviluppato soprattutto una grandissima capacita di ascoltare
gli altri, quali che essi fossero, noi giovani collaboratori, ma soprattutto i
genitori dei pazienti, cui la comunicazione di una diagnosi, che allora era per
lo piu infausta, presentava valenze emotive rilevanti.

Enrico fu, come detto, fortunato, perché in Clinica la Prof.ssa Di Cagno
aveva iniziato la propria attivita nel campo della Neuropsichiatria Infantile
e fu sempre sollecita nel rispondere alle richieste di aiuto e consigli. La
collaborazione tra 1’Oncologia Pediatrica e la Neuropsichiatria Infantile a
Torino fu la prima in Italia a partire dal 1972, quando allora in Europa solo J.
Bernard a Parigi poteva disporre di un simile servizio.

Nel frattempo anche nel resto dell’Italia aumentava I’ interesse della Pediatria
per I’Oncologia Pediatrica. Nessuno dei centri italiani attivi agli inizi degli
anni 70 aveva, pero, una casistica cosi ampia da poter competere, in termini
di ricerca e risultati, con i grossi centri (Parigi, Memphis, Philadelphia).

Fu ben presto evidente che era necessaria la stesura di protocolli comuni
di diagnosi e terapie e il primo protocollo comune italiano per la leucemia
acuta, opera di Enrico Madon, Franco Mandelli, Alberto Marmont, Giuseppe
Masera e Guido Paolucci ¢ del 1971. Nel 1973, durante il Congresso della
Societa Italiana di Pediatria a Parma, si costituisce il primo gruppo di Pediatri
interessati all’ematologia oncologica pediatrica e tra questi, ovviamente, ¢
presente il Prof. Madon.

Intanto I’Oncologia Pediatrica torinese cresce, viene trasferita al quinto
piano, con spazi e strutture adeguate, cresce anche nella considerazione
regionale e nazionale, il flusso di pazienti che intraprendono il viaggio della
speranza all’estero diminuisce di anno in anno sino ad arrestarsi.
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Grazie anche all’opera di Madon cresce 1’Oncologia Pediatrica italiana,
e nel 1975, il 6 marzo, a Genova viene fondata 1’Associazione Italiana di
Immunologia e Oncologia pediatrica (AIEIP). Tra i soci fondatori, oltre
a Madon, figurano Luisa Massimo, Antonio Cao, Modesto Carli, Bruno
De Bernardi, Giuseppe Masera, Roberto Miniero, Guido Paolucci e Luigi
Zanesco.

Nel 1981 diverra Associazione Italiana di Ematologia e Oncologia
Pediatrica (AIEOP), nome che mantiene tuttora. A partire da quella data uno
dei principali obiettivi di largo respiro del Prof. Madon si puo dire raggiunto:
praticamente tutti i bambini italiani con diagnosi di malattia tumorale
ricevono il medesimo trattamento ¢ hanno le stesse probabilita di guarigione
(ricordo che nel 1970 poteva considerarsi guarito il 10% dei pazienti, oggi
circa 1’80%).

Ma Madon ¢ stato anche altre cose: soprattutto un grande intenditore di
calcio e grandissimo tifoso della Juventus, che seguiva nelle trasferte piu
importanti con lunghi viaggi in automobile, 1’altra sua grande passione.

Ma ¢ stato anche un grande papa, con una grande ¢ bella famiglia e, come
tutti 1 grandi uomini, ha avuto una grande moglie, Giulia.

Luca Cordero di Montezemolo
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COMMEMORAZIONE DEL SOCIO
ENRICO MADON

11 Presidente Prof Angeli, il Consiglio direttivo dell’ Accademia di Medicina,
conoscendo 1’attiva collaborazione che ho sempre avuto con il Prof. Enrico
Madon, mi hanno incaricato di ricordarlo, cosa che ho accettato con grande
piacere, vista la stima e 1’amicizia che ci legava da piu di 40 anni di attivita
clinica-assistenziale presso I’Ospedale Infantile Regina Margherita.

Il Prof. Cordero ha rievocato le affermazioni e le realizzazioni di Enrico
Madon come Clinico Pediatra sino alla massima posizione accademica di
Prof. Ordinario e di Prof. Emerito di Pediatria; ha rievocato alcuni aspetti
della sua vita professionale e dei suoi meriti scientifici.

Ora, brevemente, cerchero di riprendere ¢ dar forza ad un tratto saliente
della sua Figura ricordando un periodo vissuto insieme, in cui Enrico ¢ stato
il vero artefice, I’autore del cambiamento radicale nell’assistenza pediatrica
al Regina Margherita.

Ricordo che negli anni 70 I’idea del Pediatra “tutto fare” non era cosi
completa. In quegli anni la Pediatria assistenziale avveniva in reparti
standardizzati per fasce di eta: esistevano reparti per neonati, per lattanti, per
divezzi ed il Pediatra trattava materie molto diverse e spesso le acquisizioni
non erano facili.

Enrico Madon ¢ stato un convinto assertore del fatto che chi ha maturato
un’esperienza importante in un determinato settore medico ¢ piu organizzato
e celere nel rispondere alla domanda di cure e che non si puo parlare di
efficienza nell’assistenza se non si investe nella specializzazione. Di qui
la grande intuizione e I’ambizione di Enrico di creare, indipendentemente
dall’eta dei pazienti, dei “Centri di specializzazione” in contrapposizione
all’unitarieta culturale della Pediatria. E nata cosi in quegli anni, presso
il Regina Margherita, la nuova organizzazione della Pediatria con
I’istituzione del “Centro di Oncoematologia Pediatrica” diretta dal Prof.
Enrico Madon.
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Egli ha sempre operato a difesa della peculiarita specialistica, richiamando
I’attenzione degli organi competenti (amministratori, politici) sul problema
specialistico ed ha contribuito alla nascita di altri Centri di specializzazione
(Pneumologia, Cardiologia, Nefrologia, Endocrinologia, Gastroenterologia,
ecc.) presso il Regina Margherita, divenuto pertanto Ospedale di riferimento
regionale. Ha sempre cercato di fornire ai piccoli pazienti la migliore
assistenza, facendo ricorso a strategie terapeutiche, spesso necessariamente
aggressive, che hanno consentito la sopravvivenza in un’alta percentuale
di casi comportando, a volte, un pesante onere in termine di complicanze
croniche. Proprio per questo Enrico, dal momento della diagnosi e per tutti
gli anni di assistenza, si ¢ valso dell’intervento dello Psicologo e di altri
Specialisti Pediatri. Mi fa piacere ricordare, come Endocrinologo Pediatra, la
nostra attiva e costante collaborazione che ha portato ad un lavoro assistenziale
proficuo e apprezzato in Convegni nazionali ed internazionali.

Con il passare degli anni dei suoi pazienti “non pit bambini” si ¢ sempre
preoccupato anche di affidarli alle cure degli Specialisti dell’adulto nelle
migliori condizioni psico-fisiche. Si € occupato, cosi, personalmente del loro
trasferimento con un efficace programma di valutazione comparativa in modo
da rivedere gli schemi fino ad allora utilizzati ed adattarli alle nuove esigenze
biologiche.

Conoscendolo, posso dire che non ¢ stato solo un formidabile
organizzatore, ma ha sempre dimostrato una grande capacita nel creare
relazioni interpersonali con i propri Collaboratori — Allievi, nell’istituire
legami forti con le Associazioni di pazienti (ricordo la collaborazione con
I’UGI), nell’intraprendere iniziative sociali (ricordo I’Istituzione di una
Scuola interna al Regina Margherita) con programmi tendenti ad umanizzare
I’intervento assistenziale.

Ma Enrico va ricordato anche per I’efficacia della sua comunicazione,
per la chiarezza nelle decisioni difficili e non gradevoli, per la capacita di
distendere tensioni con il sorriso, per il suo riserbo, la grande umanita e il
rigore di far presto con il consenso di tutti.

Cara Signora Giulia e cari figli Francesca, Eugenia, Roberta, Filippo e cari
nipoti sono sicuro di interpretare i sentimenti di tutti i Soci dell’ Accademia,
di cui Enrico si sentiva fortemente far parte ed onorato in qualita di Socio
Emerito, affermando che anche in questa Accademia sentiamo e sentiremo la
mancanza del caro Enrico.

Carlo de Sanctis
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STRESS, RISCHIO CARDIOVASCOLARE
E INVECCHIAMENTO

Alberto Angeli

Professore Emerito di Medicina Interna - Universita di Torino

Parole chiave: Stress
Distress
Asse ipotalamo-ipofisi-surrene
Sistema simpato-adrenergico
Rischio cardiovascolare
Invecchiamento

Key words: Stress
Distress
Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis
Sympathetic Nervous System
Cardiovascular Risk

Aging

Conflitto
di interesse: Nessuno

Riassunto

Stress ¢ un termine universalmente usato per definire una reazione
stereotipa di risposta a stressors potenzialmente lesivi per 1’integrita fisica
e/o psichica dell’organismo. Mediatori chiave della reazione sono i neuroni
ipotalamici che producono il corticotropin releasing hormone (CRH) e quelli
noradrenergici del locus coerulens, accreditati del ruolo di stazione centrale
del sistema simpato-adrenergico. [ attivazione dei neuroni sopracitati aumenta
i livelli circolanti di ormoni glicocorticoidi (cortisolo nella specie umana)
e 1’azione delle catecolamine rilasciate dai terminali simpato-adrenergici.
Tutto cio contrasta I’impatto dello stressor sull’equilibrio dell’organismo. Lo
stress ¢ fenomeno fisiologico, inevitabile nel corso della vita. Lo stress puo
risultare benefico (eustress) in quanto aumenta nel breve periodo I’efficienza
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psico-fisica e allena cosi I’organismo a superare impreviste difficolta. Spesso,
peraltro, lo stress ¢ percepito come evento negativo (distress), in modo
specifico quando si mantiene nel tempo non riuscendo ad autolimitarsi con
meccanismi di feed-back, e si instaura una condizione di stress cronico. Lo
stress cronico si accompagna spesso a disturbi del sonno; viene allora meno
la capacita di rispondere adeguatamente a nuovi stressors. Il distress cronico
psico-sociale ¢ oggi ritenuto un ulteriore fattore di rischio cardiovascolare
e anche di rischio per malattie immuno-mediate. Nell’eta avanzata, vi sono
evidenze che supportano I’insorgenza di un circolo vizioso, pericoloso
per il declino cognitivo e comportamentale, che accentua, d’un lato,
I’ipercortisolismo subclinico che ¢ anche prerogativa dello stress cronico
e, dall’altro, il deterioramento del sistema limbico. Interventi psico-sociali
focalizzati sugli stili di vita possono contrastare efficacemente gli effetti
negativi del distress nell’invecchiamento.

Abstract

Stressisauniversally used term which encompasses anumber of responses to “stressors”
that threaten the somatic and/or psychic stability of the organism. Key effectors of
these responses are the corticotropin releasing hormone (CRH) and locus coerulens-
noradrenaline (LC-NA) autonomic (sympathetic) neurons of the hypothalamus and
brain stem, which regulate the peripheral activity of the hypothalamic-pituitary-adrenal
(HPA) axis and the sympathetic adrenergic system, respectively. The stress responses
result in rapid, systemic elevations of glucocorticoid hormones (cortisol in humans)
and catecholamine activity at the sympatho-adrenergic terminals; these changes act in
concert to counteract the stressors. Stress is a common, unavoidable, physiologic event
of life. Stress may be actually beneficial (eustress) since it can sharpen concentration,
increase energy and improve performance. Yet stress is often perceived as negative
(distress) when it overstays the autoregolatory feed-back mechanisms that limit its
duration, and becomes a chronic condition. Chronic stress is often associated with sleep
disturbances; under these circumstances the ability to respond properly to subsequent
stressors can be impaired. Nowadays, chronic psycosocial stress is regarded as an
additional risk factor for the development of cardiovascular and immune-mediated
diseases. A vicious circle plausibly occurs while advancing age and declining cognitive
abilities; it involves, on the one hand, the subclinical hypercortisolism of both aging
and chronic stress, and on the other one, impaired feed-back mechanisms targeting
the limbic system. Psycosocial interventions and lifestyle choices may be effective in
alleviating the detrimental effects of distress during aging.
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Introduzione: complesse vicende in una singola parola

Stress € un termine noto a tutti, internazionale, non tradotto né traducibile
in alcuna lingua. Piu volte si ¢ detto che ¢ una parola simbolo del XX secolo
o, meglio, dei tempi che viviamo. Inizialmente utilizzato in ambito biologico
e medico, lo ritroviamo oggi nei piu svariati contesti, e si puo ben dire che
fa parte del linguaggio comune. Addirittura ha generato anche in italiano
un nuovo verbo: stressare, ormai inflazionato quando si parla di rapporti
interpersonali o di impegni di lavoro nella frenetica societa in cui siamo
inseriti.

Qualche domanda, allora, per consentire un breve inquadramento storico-
culturale. Quando venne usato, per la prima volta, il termine stress? Siamo
negli anni Trenta nel secolo scorso, ¢ stress fu proposto da un gigante della
storia della medicina, I’'ungherese Hans Selye, fuoriuscito dal suo paese
e accolto in Canada, per condensare, in una singola parola, una complessa
catena di fenomeni che lui aveva osservato sopravvenire in modo stereotipo
negli animali di laboratorio sottoposti a manipolazioni fisiche e ambientali
pericolose per la loro integrita e addirittura per la loro vita. E in seguito,
come si ¢ evoluto il concetto di stress? Negli anni successivi alla seconda
guerra mondiale, lo stress venne sempre meglio identificato con la cosiddetta
“reazione di adattamento” o “sindrome di adattamento”. Lo stesso Selye
ne defini le tre fasi fondamentali: fase di allarme, il riconoscimento, cio¢,
di eventi in grado di turbare in modo pericoloso 1’equilibrio dell’organismo;
fase di resistenza (o difesa), nella quale sono messi in atto meccanismi di
adattamento e di reazione rapidi ed efficaci; fase di esaurimento, la piu
pericolosa se I’evento stressante si mantiene nel tempo, nella quale vengono
progressivamente meno i meccanismi della seconda fase". E negli anni piu
recenti? Gli straordinari progressi delle neuroscienze, dell’endocrinologia,
dell’immunologia hanno consentito di comprendere molti meccanismi che
danno luogo alle tre fasi “classiche” di Selye e hanno ampliato a dismisura
I’area culturale dello stress. Oggi abbiamo libri monografici di centinaia di
pagine e riviste scientifiche dedicate in esclusiva ai molteplici aspetti dello
stress. Anzi, degli stress, al plurale. Si, perché ¢ ormai chiaro che vi sono ampie
differenze nella risposta agli eventi causali percepiti come potenzialmente
dannosi (stressors). Tipo di danno attuale o potenziale, modalita temporali e
circostanze ambientali, simultaneita o successione di diversi stressors, Sono
tutti elementi da considerare. Altrettante differenze si rilevano da soggetto a
soggetto, ed ¢ facile intuire che le variabili sono tante: eta, sesso, substrato
etnico, storia personale di salute e/o malattia, sensibilita emotiva, stato
nutrizionale, farmaci assunti, tanto per citarne alcune.

’
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In breve, lo scenario degli stress ¢ molto ampio e variegato; i loro effetti
sullo stato di salute, sulla progressione di malattie quando ve ne sono, sul
rischio di malattia, basti citare il rischio cardiovascolare, non sono facilmente
prevedibili, potendo variare nel tempo e addirittura risultare di segno opposto.

Lo stress come tale ¢ fenomeno fisiologico, e non patologico. In una visione
generale dell’organismo e della sua efficienza vitale, puo definirsi una reazione
neuroendocrina geneticamente programmata, che causa rapide modificazioni
dell’attivita metabolica, neurovegetativa, psicocomportamentale per un “salto
di qualita” energetico, finalizzato a contrastare efficacemente il pericolo
incombente e/o il danno subito. Nel concetto di stress ¢ pertanto implicito
quello di offesa/difesa. Non solo, ma anche quello di sistemi di comunicazione
e di effettori operativi duttili e articolati, per adeguare la risposta allo specifico
stressor e per evitare reazioni eccessive, tali da predisporre alla successiva
fase di esaurimento.

Questa impostazione concettuale, schematizzabile in due vettori
contrapposti, risultanti finali di molteplici fattori complementari, si ¢
rapidamente diffusa in molti settori della fisiopatologia medica e anche della
biologia cellulare. Di conseguenza, ¢ stato traslato e stabilmente acquisito il
termine stress, a significare il vettore negativo per ogni integrita strutturale o
funzionale, il quale, a sua volta, presuppone la messa in atto di antagonismi
di difesa. Emblematico, a questo proposito, puo definirsi lo stress parietale
vascolare, sotteso da meccanismi emodinamici, dismetabolici, inflammatori,
e contrastato da un complesso sistema microambientale di protezione della
funzione endoteliale.

Altrettanto emblematico ¢ il cosiddetto stress ossidativo, oggi oggetto
di molta attenzione per il suo ruolo patogenetico nelle cosiddette malattie
croniche degenerative e nei processi di invecchiamento®. Con il procedere
dell’eta, le molecole intracellulari ossidanti (reactive oxygen species, ROS;
reactive nitrogen species, RNS), prodotte durante il normale metabolismo, si
accumulano in quanto non ostacolate a sufficienza dalle difese antiossidanti,
e producono un danno continuo a DNA, lipidi e proteine®?. E una teoria
dell’invecchiamento molto accreditata, che rientra fra quelle genericamente
indicate come “accumulo del danno” e che in letteratura ha varie
denominazioni: free radical theory, oxidative stress theory, mitochondrial
theory. In effetti, 1 mitocondri sono la sorgente piu importante di ROS nelle
cellule eucariotiche, derivando queste molecole dal rilascio di elettroni nella
catena respiratoria. Vi sono evidenze che la produzione mitocondriale di
ROS aumenti con I°eta, e in parallelo aumentino le alterazioni ossidative del
DNA e delle proteine mitocondriali. In altri termini, i mitocondri sarebbero
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sorgente ¢ al tempo stesso bersaglio privilegiato dell’accumulo di ROS
nell’invecchiamento. Cio spiegherebbe anche il fatto che organi ad alto
consumo di ossigeno e caratterizzati da alta attivita mitocondriale, come
cervello, cuore e reni, siano facilmente deteriorabili nell’eta avanzata®>.

Di particolare interesse e apparentemente paradossale (ma non tanto) ¢
quanto va emergendo dalle piu recenti acquisizioni della ricerca biomedica,
e cio¢ il plausibile collegamento causale fra la reazione generale di stress,
che coinvolge I’organismo (tanto per intenderci, lo stress di Selye) e lo
stress ossidativo cellulare, che coinvolge le molecole intracellulari critiche
per I’applicazione del codice genetico (DNA e proteine trascritte). Nel
collegamento in questione, ha un ruolo essenziale il cortisolo, che nella
specie umana ¢ il principale ormone glicocorticoide, prodotto e immesso
in circolo dalle ghiandole surrenali. In cellule afferenti a diversi tessuti,
aumenta la produzione di ROS se il mezzo di coltura viene addizionato di
steroidi con attivita glicocorticoide, e non ¢ senza significato che recettori
specifici (glucocortocoid receptors, GR) siano presenti e attivi non solo in
sede nucleare, ma anche nei mitocondri®.

Va anche sottolineato il fatto che nei roditori di laboratorio (animali a
riposo diurno e attivita notturna) il corrispettivo glicocorticoide del cortisolo
¢ il corticosterone. Pur condividendo lo stesso significato fisiologico, le
due molecole non sono sovrapponibili e sono tutt’altro che trascurabili le
differenze di specie nella risposta delle cellule bersaglio. Per questo, i risultati
che provengono da molte ricerche sui piu diffusi modelli animali vanno presi
con le molle se si vogliono estrapolare alla specie umana. Detto cio, sappiamo
oggi che sul palcoscenico della generale reazione di adattamento e difesa, si
muovono molti attori. Non ¢ sempre facile dire quali siano i protagonisti e
quali i comprimari, anche perché i ruoli si possono scambiare in una sorta di
copione mutevole e variabile, in funzione dell’intervento di diversi stressors,
non v’¢ dubbio che moltissime evidenze valorizzino tre principali categorie
di attori: neuropeptidi e ormoni afferenti al cosiddetto asse ipotalamo-ipofisi-
surrene (hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA), neuropeptidi e catecolamine
del sistema simpato-adrenergico, e citochine attive sia sulle reazioni
inflammatorie ¢ immunitarie sia su molte funzioni nervose ed endocrine.

Dalla fisiologia alla patologia

Gia Selye aveva intuito il ruolo fondamentale degli ormoni prodotti
dalla corteccia surrenalicaV. Le intuizioni di settant’anni orsono sono
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state confermate appieno. Il cortisolo ¢ 'output di un sofisticato sistema
neuroendocrino di trasduzione-amplificazione di segnali che vanno dal
cervello ai tessuti periferici, e che ¢ appunto 1’asse HPA. Linput del sistema ¢
rappresentato da afferenze nervose che provengono da varie aree encefaliche
e da segnali immunologici (citochine), che raggiungono specifici neuroni
ipotalamici. L'ipotalamo ¢ la regione cerebrale maggiormente coinvolta nello
stress. | nuclei paraventricolari (paraventricular nuclei, PVN) producono
e liberano nel sangue del circolo portale ipotalamo-ipofisario corticotropin
releasing hormone (CRH) e vasopressina (arginin-vasopressin, AVP),
due peptidi essenziali per aumentare il rilascio di ACTH dall’ipofisi e,
conseguentemente, la produzione di cortisolo da parte dei surreni. I PVN sono
anche strettamente collegati con le stazioni “centrali” del sistema simpato-
adrenergico, in primo luogo il locus coeruleus ove sono posizionati i terminali
di fibre CRH-ergiche. IL CRH, quindi, ¢ in grado di attivare sia il braccio
endocrino della reazione di stress (aumentata attivita dell’asse HPA), sia il
braccio neurovegetativo (aumentata attivita del sistema simpato-adrenergico).
Siamo di fronte a una molecola-chiave, attiva su molti fronti. A livello
dell’ipofisi, oltre che diretto releasing hormone, pud determinare il cosiddetto
set-point delle cellule ACTH-secernenti, condizionando la risposta ad altri
fattori di stimolo, primo fra tutti I’AVP. Ma vi ¢ tutta una serie di altre azioni.
I1 CRH puo inibire P’attivita di neuroni secernenti altri releasing hormones,
ad esempio il gonadotrophin releasing hormone (GnRH); risultano ridotte,
ovviamente, la produzione di gonadotropine e quella di ormoni sessuali. Ha
complessi effetti comportamentali, secondari all’impatto sul senso di fame e
all’accentuazione della reattivita egocentrica. Nel complesso, i risultati di molti
studi sperimentali indicano che I’aumento critico del CRH ipotalamico che si
verifica in seguito al riconoscimento di uno stress “acuto”, attiva e coordina
simultaneamente funzioni endocrine, psico-comportamentali, neurovegetative,
finalizzate all’arousal adattativo dell’organismo ma anche intrinsecamente
rischiose per 1’equilibrio psico-fisico e la personale cenestesi”*.

A questo punto, gia possono anticiparsi un concetto e un messaggio, tanto
essenziali quanto intuitivi, utili per il comportamento pratico di quanti —
medici, psicologi, sociologi e altri — hanno quotidianamente a che fare con
individui che, a ragione o torto, si dicono vittime dello stress. Si riprendera
piu volte il discorso, ma si tratta di questo: se gli stress si succedono in una
sequenza ravvicinata e prolungata, se, cio¢, dallo stress acuto si passa allo
stress cronico, allora i benefici a breve termine della risposta adattativa
possono venire man mano oscurati dai rischi “collaterali”, emergenti a medio-
lungo termine sino a divenire clinicamente palesi.
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Ritornando al CRH, va ricordato come sia reperibile non solo
nell’ipotalamo, ma anche in altre aree cerebrali. E tuttoggi incerto il
contributo del CRH extra-ipotalamico alle reazioni di stress. Limportanza di
questo neuropeptide ¢ comunque ribadita dalla messa in atto di un complesso
sistema di controllo della sua produzione. I pit noti meccanismi regolatori
sono negativi, e realizzano un evidente autocontrollo dell’asse HPA, che
esige, come s’¢ accennato prima, attivazioni “fasiche” (limitate nel tempo),
e non tollera, per contro, attivazioni “toniche” (prolungate nel tempo). I
meccanismi autoregolatori sono definiti di feed-back. Sono stati descritti ben
tre feed-back inibitori della produzione di CRH : quello del cortisolo (feed-
back lungo), quello dell’ACTH (feed-back corto), e quello dello stesso CRH
(feed-back ultracorto). La produzione di CRH ipotalamico ¢ inoltre inserita
in una intricatissima rete neurochimica che comporta effetti sia di segno
positivo, sia di segno negativo, da parte di neurotrasmettitori, ormoni estranei
all’asse HPA, mediatori vasoattivi, citochine”'9,

Le piu note citochine attive sulla produzione di CRH, ma anche sulla
funzione delle altre stazioni endocrine dell’asse (ipofisi e surreni), sono IL-1,
IL-2, IL-6, tumor necrosis factor-o. (TNF-av), e interferon-y (IFN-y). Possono
essere liberate in circolo al seguito di stimolazione del sistema immune, ad
opera dei piu svariati agenti. Non solo, il loro aumento in circolo pud conseguire
a un danno tissutale, qualsivoglia sia il fattore lesivo, processo inflammatorio
oppure evento traumatico oppure ancora operazione chirurgica. Anche in
caso di intensa attivita fisica si realizza una sorta di flogosi muscolare, con
liberazione nel microambiente ma anche nel circolo sistemico di citochine.
Le citochine circolanti possono diffondere nell’ipotalamo tramite particolari
aree circumventricolari (quali I’organum vasculosum della lamina terminalis,
OVLT) e I’eminenza mediana, laddove ¢ assente la barriera emato-encefalica.
Ma citochine sono anche prodotte all’interno del cervello. IL-1,IL-2 e IL-6
sono sintetizzate da cellule della glia; terminali nervosi che potremmo definire
IL-ergici sono numerosi nell’ipotalamo e in particolare nei PVN!D,

Un aspetto importante della fisiopatologia dello stress riguarda i rapporti
tra asse HPA e sistema simpato-adrenergico. Si ¢ gia detto dell’attivazione
del locus coeruleus encefalico, inteso come stazione centrale del sistema, da
parte del CRH liberato localmente da terminali nervosi provenienti dai PVN.
Ma si va ben oltre. Da tempo ¢ noto come I’espressione genica dell’enzima
feniletanolamina-N-metiltransferasi (PNMT), che catalizza 1’ultima tappa
della sintesi di adrenalina, sia indotta dal cortisolo che raggiunge la midollare
surrenalica tramite il circolo portale cortico-midollare. E altrettanto noto che
i glicocorticoidi potenziano I’attivita simpato-adrenergica inibendo 1’attivita
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della catecol-O-metiltransferasi (COMT), enzima chiave del catabolismo delle
catecolamine, e favorendo 1’interazione fra catecolamine e relativi recettori.
Regolano direttamente la trascrizione dei geni che codificano per questi
recettori. In ragione di una articolata modulazione recettoriale adrenergica, ma
non solo (anche di altre molecole vasoattive, come ad esempio 1’angiotensina
ID), 1 glicocorticoidi sono considerati un fattore tutt’altro che trascurabile
per la progressione di condizioni cliniche “ipertrofizzanti” la muscolatura
miocardica'>1¥,

Gli effetti di potenziamento dell’attivita adrenergica valgono in parallelo
anche per il neuropeptide Y (NPY), una molecola attiva sul comportamento
alimentare ¢ sulla reattivita cardiovascolare. INPY puo essere liberato
da terminali nervosi specifici. Ma in molte sedi encefaliche e nelle pareti
vascolari ¢ liberato insieme alla noradrenalina da terminali adrenergici. Non
stupisce, quindi, che gli ormoni glicocorticoidi, il cortisolo in primo luogo,
aumentino ’espressione genica di NPY, che ¢ un peptide vasocostrittore,
favorente la differenziazione e la proliferazione delle cellule muscolari lisce
nelle pareti arteriolari''>.

Quali le conseguenze, se consideriamo lo stress con I’attenzione del
clinico? E logico pensare che ipertensione arteriosa, ipertrofia miocardica,
ipertono arteriolare siano di casa nelle condizioni di stress prolungato,
allorquando sia la produzione di cortisolo sia la liberazione di effettori
vasoattivi da parte dei terminali simpato-adrenergici siano tonicamente (e
consensualmente) posizionate “ai piani alti” (concetto di up-resetting o up-
tuning). Ne deriva che lo stress cronico dev’essere considerato significativo
fattore di rischio cardiovascolare in quanto in grado di condizionare
negativamente, soprattutto nell’eta avanzata, la progressione della malattia
aterosclerotica'®.

Ancora un passo avanti nell’approccio culturale allo stress quale rischio (o
causa) di patologia. Si ¢ detto: la reazione indotta da uno stressor (imprevisto
o atteso; fisico-lesivo o psichico-emozionale) ¢ fisiologica e positiva per le
performances dell’ organismo. Ma non deve proseguire o mantenersi nel tempo
(Selye paventava la fase di esaurimento), ma deve autolimitarsi, e per fare cio
vi sono servomeccanismi adeguati. Aggiungiamo: ¢ bene che sopravvenga
in un determinato arco temporale. Nella specie umana, geneticamente
programmata per 1’attivita diurna e il riposo notturno, le complesse interazioni
neuroendocrine dello stress “riescono” assai meglio di giorno che di notte. E
importante che anche loro rispettino 1’organizzazione circadiana o, meglio,
il programma cronobiologico dell’organismo che, guarda caso, riconosce
proprio nel cortisolo un fondamentale “sincronizzatore” endogeno dell’attivita
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ritmica cellulare, a sua volta componente essenziale dell’equilibrio metabolico
e delle capacita adattative (coping) con I’ambiente di vita?.

Una ben calibrata attivazione consensuale dell’asse HPA e del sistema
simpato-adrenergico si verifica fisiologicamente tutti i giorni nelle ore
mattinali-diurne. Nelle specie animali ad attivita notturna, lo stesso fenomeno
si palesa sfasato di circa 12 ore, e cio¢ nelle ore serali-notturne. Il fatto che
sia la produzione surrenalica di cortisolo, sia la liberazione di catecolamine
e NPY a livello vascolare, abbiano un caratteristico ritmo circadiano, che ha
il suo massimo (zenith) dopo il risveglio e il suo minimo (nadir) nella prima
parte del sonno, ¢ clinicamente rilevante. Ben lo sanno i cardiologi e i clinici
dell’ipertensione, che suggeriscono spesso la rilevazione continua nelle 24
ore di pressione arteriosa e frequenza cardiaca (cosiddetto Holter pressorio)
e valorizzano per la gestione pratica dei loro pazienti le alterazioni del
crono-programma circadiano!’-!®,

Linterpretazione piu accreditata di questa organizzazione ritmica ¢ che
serva a preparare “al meglio” 1I’organismo per le ore di veglia e attivita dopo il
sonno notturno. Si puo allora affermare che siamo geneticamente programmati
a un quotidiano, inconscio stress endogeno, che non prevede stressors esterni
ed ¢ finalizzato ad accrescere le potenzialita operative dell’organismo ed ad
aumentarne 1’efficienza comportamentale nelle ore di attivita, che sono anche
quelle di ricerca/introduzione del cibo. Lo stress € dentro di noi, anzi nel nostro
DNA, e ogni giorno ci alleniamo ad affrontare emergenze potenzialmente o
attualmente lesive ponendo in atto risposte neuroendocrine di tipo fasico,
con andamento a forma d’onda. Per contro, si allontanano dalla fisiologia le
risposte di tipo tonico, con andamento a plateau, indipendentemente dal livello
di quest’ultimo. Nella fisiopatologia dello stress, la dinamica temporale della
reazione conta assai piu dell’intensita dello stimolo e del picco di attivazione
raggiunto. E pitl importante spegnere che tenere acceso il fuoco(7:1229),

Molte recenti evidenze supportano con autorevolezza il concetto che siano
attivati circuiti neurochimici diversi in funzione non solo del tipo di stressor,
ma anche della persistenza e/o della ripetitivita dello stimolo. Ancora, il
microambiente “recettivo” all’interno del cervello ¢ diverso di giorno e di
notte, soprattutto per quanto attiene al sistema limbico, coinvolto in prima
linea nelle reazioni che comportano paura, rabbia, emozioni, frustrazione
personale. Un aspetto importante riguarda la riverberazione ad altre aree
encefaliche di quanto avviene nell’ipotalamo, regione critica considerata
una sorta di cabina di regia che invia segnali alla periferia somatica e
contestualmente informa il cervello intorno a sé. Si pensi, tanto per fare un
esempio, alla produzione di CRH. Nello stress, I’informazione in questione



62

non ¢ pre-confezionata ma duttile, in funzione delle tante variabili della
reazione. Impatta sul funzionamento di reti neuronali coinvolte nei processi
di memoria, attenzione, scelte comportamentali (incluse quelle inserite nei
generici termini di eating, drinking, gambling), e soprattutto nel sonno e nella
sua programmata sequenza di fasi®!??,

E anche intuitivo che gli stress che sopravvengono nella tarda serata e nella
notte, cio¢ nell’arco temporale lontano dalla fisiologica attivazione circadiana,
debbano “far suonare la sveglia” in ore anomale (odd hours) a meccanismi
in quiescenza e/o ricarica per la successiva giornata. Linterferenza con il
normale programma cronobiologico ¢ evidente, e non stupisce che gli effetti
negativi, somatici e psichici, siano di maggiore rilievo. L organizzazione
del tempo lavorativo e di quello libero nella societa contemporanea ha
aumentato molto le possibilita di stress notturni. Ovviamente, quanto piu
sono reiterati tanto piu sono pericolosi; quanto piu improvvisi, tanto piu
impegnativi; quanto piu compositi (diversi sfressors insieme), tanto piu
a rischio della fase di esaurimento descritta da Selye, cio¢ del venir meno
di “riserve” capaci di far fronte a nuovi eventi lesivi. Il ventaglio delle
possibilita ¢ amplissimo. Si va dal lavoro a turni notturni alle “notti brave”
degli adolescenti, dall’insonnia episodica prima di un esame a quella abituale
di chi soffre di depressione e ansia. Le conseguenze sul piano individuale
(sensibilita diversa da soggetto a soggetto!), quali possono palesarsi nella
patogenesi di malattie croniche, autoimmuni, psichiche, degenerative in senso
lato, sono oggetto di molta attenzione anche se non disponiamo ancora di
evidenze asseverate, che supportino 1’esperienza osservazionale!'’-?», Negli
anni ‘2000, peraltro, la ricerca clinica ha evidenziato un gruppo composito
di sindromi, nosograficamente inquadrato con il termine di malattie correlate
a stress (stress-related disorders). Non ¢ questa la sede per descriverle.
Comprendono il pit noto post-traumatic stress disorder, la sindrome da fatica
cronica, le manifestazioni psico-fisiche dei veterani di guerra, la sindrome di
overtraining negli atleti competitivi®?>. Cio che va sottolineato ¢ come in
tutti questi stati patologici lo stress abbia evidenze di cronicita e di “stato”,
anche se fa riferimento a un evento particolare dal quale “non ci si puo
liberare”: un’azione di guerra, una violenza sessuale, un trauma.

Eustress e Distress

Sono tutt’oggi di moda i termini eustress e distress. 1l primo si richiama
a ben note situazioni (ad es., I’affermazione in una gara combattuta; I’arrivo
in vetta dopo un’arrampicata difficile; il superamento di un esame temuto,
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e cosi via), per esprimere il concetto che la reazione adattativa in certi casi
puo risolversi in un gratificante senso di successo. Seguendo questo concetto,
“vincere” uno stress servirebbe a migliorare le performances psico-fisiche
e sarebbe utile allenamento, in grado di aumentare flessibilita e prontezza
d’intervento nelle successive reazioni. Per contro il distress, percepito come
fallimento o inadeguatezza delle proprie difese di fronte all’evento stressante,
porterebbe non solo alla progressiva perdita delle capacita adattative (fase
di esaurimento piu volte citata), ma anche all’emergenza di un senso di
frustrazione , sino all’intrappolamento in un circolo vizioso, alla depressione,
alla frase che spesso si sente, quella “di non farcela piu”(-2%,

I termini eustress e distress, quindi, vogliono privilegiare il vissuto
individuale, il gradiente di efficienza, positivo o negativo, che il soggetto
percepisce al termine della reazione. Lattenzione per gli aspetti psicodinamici
dello stress viene di lontano. Gia Thomas Holmes nel 1956 aveva tracciato
il profilo psicologico di chi piu facilmente poteva sviluppare la malattia
tubercolare nel contesto di una popolazione con pre-determinato grado di
esposizione al micobatterio infettante. Soggetti che subivano passivamente,
ripiegandosi su se stessi, la rapida evoluzione della societa americana di quegli
anni (siamo in condizioni di distress) non solo si ammalavano piu facilmente,
ma erano piu resistenti alla terapia. I soggetti che affrontavano le difficolta con
spirito pit combattivo e assumevano iniziative per I’affermazione personale
(sensazioni di successo, condizioni di eustress) si ammalavano meno e
mostravano un outcome piu favorevole®”. Se rivediamo i dati di Holmes alla
luce delle attuali conoscenze, dobbiamo recuperare evidenze che lo stress,
allorquando si caratterizza per una attivazione neuroendocrina autolimitantesi,
ha effetti positivi sull’immunita tissutale, cellulo-mediata, mentre lo stato di
stress cronico ha effetti negativi. Naturalmente, una dicotomia siffatta non puo
corrispondere alla complessita della risposta immune a un agente patogeno
quale il micobatterio tubercolare. Le variabili individuali sono tali e tante
da impedire qualsiasi generalizzazione. Non vi ¢ dubbio, comunque sia, che
negli ultimi anni si sia affermata la tesi che I’immunodepressione da stress
sia prerogativa del mantenimento nel tempo, e non gia dei livelli raggiunti, di
segnali neuroendocrini negativi per 1’integrita funzionale di effettori immuni.
I segnali in questione sono soprattutto cortisolo e catecolamine. D’altro
canto, non mancano dati a supporto di immunomodulazione positiva e attivita
antinflammatoria di peptidi ipotalamici e/o ipofisari rilasciati acutamente in
corso di stress2),

In sostanza, nel composito quadro delle reazioni immuni, gli effetti
dello stress non sono monocromatici ma variegati. Cid non stupisce, data
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I’eterogeneita dei fenomeni racchiusi nella singola inflazionata parola.
Possono quindi risultare positivi o negativi a seconda della prevalenza dei
segnali ma anche del particolare microambiente in cui operano. A complicare
ancora piu le cose e a rendere molto ardua ogni estrapolazione clinica di
studi di biologia cellulare ¢ molecolare, va ricordato come CRH, ACTH ¢
altri rilevanti peptidi derivati dal comune megaprecursore dell’ACTH, la pro-
oppiomelanocortina (POMC), possano essere prodotti dalle stesse cellule
immuni, e svolgere localmente azioni paracrine e autocrine, che sfuggono a
una valutazione generale®**), Del resto, per lo stesso mediatore per eccellenza
dello stress, il cortisolo, i livelli circolanti sono poco informativi dell’azione
ormonale a livello delle cellule bersaglio, riconoscendo quest’azione tutta una
serie di meccanismi amplificatori pre-recettoriali e recettoriali, soprattutto in
sede di infiammazione.

Se si focalizza I’attenzione sul rischio cardiovascolare, le cose non
cambiano. Stress cronico e distress sono termini ricorrenti nella letteratura
dedicata, che negli ultimi anni ha privilegiato non poco, sottolineando il
valore della valutazione individuale del rischio (caso per caso, e non categorie
predefinite), due aspetti dello stress cronico: il disagio psico-sociale e i disturbi
del sonno!'¢1832_ E acquisito, fra ’altro, che la malattia aterosclerotica e la sua
progressione pro-trombotica hanno un’importante componente inflammatoria;
nelle pareti vascolari ricche di terminali adrenergici sono attive cellule
immunitarie disfunzionali, come linfociti e macrofagi ricchi di recettori per i
glicocorticoidi. Il discorso sulle conseguenze vascolari del distress si ricollega
quindi a quanto detto in precedenza sulle componenti immunologiche. Sino a
una decina di anni fa, 1’opinione piu accreditata, peraltro largamente basata sui
risultati ottenuti in vitro o in modelli animali, era che gli “ormoni dello stress”
(in primis, cortisolo e catecolamine) alterassero 1’equilibrio funzionale delle
due sottoclassi di linfociti T helper (Thl e Th2), e la relativa produzione di
citochine®. Oggi prevale 1’opinione che nello stress cronico, la popolazione
immune mediatrice di effetti deleteri nel microambiente della parete vascolare
sia soprattutto quella della terza sottoclasse linfocitaria T helper, i cosiddetti
Th regolatori o Th17. I linfociti Th17 producono innanzitutto interleukina-17,
ma anche interleukina-21 e interleukina-22, tutte sostanze proinflammatorie,
implicate nella patogenesi di malattie autoimmuni®”. Questi linfociti si
differenziano e si attivano dialogando con cellule di derivazione emopoietica,
ricche di B,-recettori adrenergici oltre che di recettori per i glicocorticoidi,
quali monociti-macrofagi e, soprattutto, cellule dendritiche®3333%,

Ritornando al danno cardiovascolare e al concetto di rischio “globale”,
che valuta il prodotto complessivo di piu fattori di rischio concomitanti, si
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ritiene che il vissuto negativo di una condizione di stress cronico giochi un
ruolo significativo, ma di minor peso, rispetto ad altri consolidati fattori. Che
faccia “la spalla” come si dice in gergo teatrale. Che sia permissivo, additivo
o potenziatore, come si dice in gergo scientifico, in funzione della sensibilita
individuale (e quindi del substrato genetico) e del livello, sopra quello di
guardia, raggiunto dagli altri fattori. La consapevolezza che distress sostenuto
da disagio psico-sociale possa amplificare, insieme ai correlati disturbi del
sonno, 1’azione di altri fattori di rischio cardiovascolare ha contribuito a
valorizzare scelte individuali che coniugassero stili di vita e qualita di vita.
E si comprende I’inserimento nella letteratura scientifica della cosiddetta
cardiologia comportamentale (behavioural cardiology) non a caso ritenuta
un’area culturale e applicativa clinica “di difesa”, nei confronti di una societa
sempre piu tecnologica e inaridita, che facilita, soprattutto nelle fasce deboli
della popolazione e negli anziani, quei sentimenti di malessere, disillusione,
frustrazione compendiati nel termine distress®>.

Stress e invecchiamento

Puo dirsi un punto fermo della fisiopatologia endocrina, da tempo
acquisito, I’ipertrofia/iperplasia della corteccia surrenalica, che si verifica
dopo esposizione prolungata all’ormone ipofisario di stimolo specifico,
I’ACTH. E lo stesso Selye aveva descritto I’aumento di peso delle ghiandole
surrenali negli animali sottoposti a stress ripetuti. Queste modificazioni
anatomiche corrispondono a un riaggiustamento zonale della corteccia, che
privilegia in modo vistoso la zona fascicolata, dove si produce il cortisolo,
a scapito della zona reticolare, dove si producono gli steroidi androgeni,
in primo luogo il deidroepiandrosterone (DHEA). Nello stress cronico,
I’up-resetting funzionale dell’asse HPA causa, com’¢ logico attendersi, lo
stesso riaggiustamento esponendo 1’organismo a una “forbice” endocrina:
cortisolo alto e DHEA basso. E quanto anche si verifica in un ventaglio di
condizioni cliniche che hanno quale comune denominatore il cosiddetto
ipercortisolismo subclinico®?. L attributo sta a significare 1’assenza di sintomi
e segni appariscenti dell’eccesso di glicocorticoidi , e insieme le difficolta di
diagnosticare un’alterazione ormonale di confine, e di prevederne/impedirne
lo sconfinamento in terreno patologico vero e proprio.

Da quasi mezzo secolo, e con piu convincenti evidenze negli ultimi
vent’anni, si ¢ affermato il concetto che I’invecchiamento, soprattutto se
il progredire dell’eta si caratterizza per deterioramento psico-cognitivo e
comportamentale, sino alla demenza, si accompagni a ipercortisolismo
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subclinico®®3?, Nell’eta avanzata possono rilevarsi e sommarsi sia una
aumentata attivita dell’asse HPA sia una aumentata sensibilita delle
cellule bersaglio all’azione glicocorticoide. Nell’anziano, I’aumento della
cortisolemia (¢ comunque infida la relazione con gli effetti ormonali!) puo
riconoscere cause diverse dall’immissione in circolo da parte delle ghiandole
surrenali. Vi possono essere: riduzione del generale volume di distribuzione;
riduzione dei processi catabolici della molecola steroidea; aspetti nutrizionali
e interferenze farmacologiche che modificano le complesse interazioni fra
quota libera, biologicamente attiva, e quota veicolata dalle proteine circolanti.
Ma nella grande maggioranza dei casi ¢ il programma secretorio a spostarsi
verso 1’alto“?.

Si inserisce a questo punto il discorso sullo stress cronico quale fattore di
rischio di distress psico-comportamentale e di malattie croniche degenerative,
ad esempio vascolari e immuno-mediate. Non ¢ senza significato che gli
aumenti consensuali dell’attivita glicocorticoide e simpato-adrenergica,
conseguenza raramente disattesa della produzione tonica di CRH ipotalamico,
siano autorevolmente valorizzati nella patogenesi dei danni causati dalla
progressione senile della malattia aterosclerotica, dall’osteoporosi e dalla
cosiddetta immunosenescenza. Prerogativa dell’eta avanzata ¢ un gioco al
rimbalzo surreni-cervello, una sorta di circuito di autoamplificazione che
vede intensificarsi sempre piu la risposta dell’asse HPA a qualsiasi tipo di
stimolo, e che non puo ricondursi semplicemente all’incremento della zona
fascicolata surrenalica. Sono i meccanismi di autocontrollo che perdono
efficienza, in particolare il feed-back piu importante, quello del cortisolo, che
limita intensita e soprattutto durata dell’onda di attivazione circadiana nelle
ore mattinali®**V, Banalizzando, se viene meno il freno, allora la macchina
ipotalamo-ipofisaria lavora di pit. Ma come sempre in biologia e medicina,
le cose sono assai piu complesse di quanto inizialmente si era pensato che
fossero.

Senza addentrarci nei meccanismi neuroendocrini € molecolari, basti
in sintesi dire che il feed-back glicocorticoide agisce in modo differenziato
(promuovendo o inibendo I’espressione genica di specifici segnali) su diverse
strutture encefaliche. Sono anche stati individuati due tipi di feed-back,
interconnessi ¢ interdipendenti, definiti rispettivamente, rapido (fast feed-
back) e lento (delayed feed-back). La minor efficacia del primo si ripercuote
sulla minor efficienza del secondo, mentre 1’inverso ¢ meno chiaro. Le
strutture bersaglio sono: I’ipofisi anteriore, dove risiedono le cellule che
producono ACTH; I’ipotalamo, con i nuclei paraventricolari che ospitano
i neuroni CRH- ¢ AVP- secernenti ma anche con altri nuclei come quelli
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soprachiasmatici, una sorta di metronomo (master clock) dell’organizzazione
circadiana legata al ciclo luce/buio ¢ alla funzione dell’epifisi (melatonina!);
stazioni del sistema limbico, come amigdala e ippocampo®*¥, Queste ultime
sono molto importanti, anche per i collegamenti, d’un lato, con aree corticali
implicate nei processi di apprendimento, memoria, socializzazione e,
dall’altro, con aree mesencefaliche implicate nell’induzione e organizzazione
del sonno. Le riverberazioni di un alterato feed-back glicocorticoide possono
quindi ampliarsi molto al di fuori dell’asse HPA, e coinvolgere reazioni
emotivo-comportamentali, attivita intellettive e I’alternanza sonno-veglia.
Nell’eta avanzata, si iscrivono in un contesto di deterioramento vascolare,
danno ossidativo, riduzione di popolazione neuronale, desincronizzazione
di attivita ritmiche, minor controllo dell’equilibrio statico e motorio.
Supportano un’altra emergente teoria dell’invecchiamento, inserita fra quelle
genericamente indicate come “programma genetico” ¢ in letteratura riportata
come neuroendocrine theory, chronobiological theory*?.,

Ritornando al sistema limbico, notoriamente chiamato in causa nelle
reazioni emotivo-affettive e nei comportamenti indotti dal distress (irritazione,
aggressivita o, invece, passivita, autoisolamento), molti studi sperimentali
hanno documentato una particolare suscettibilita ad effetti neurotossici dei
glicocorticoidi proprio nei neuroni bersaglio dell’ippocampo e dell’amigdala.
Una tesi sempre piu accreditata ¢ che queste strutture nell’invecchiamento
si riducano di volume e perdano la capacita funzionale di inviare segnali di
freno alla centrale ipotalamica (nuclei paraventricolari). Di conseguenza,
si sposta in alto (up-resetting) 1’attivita dell’asse HPA e, soprattutto, non
si attiva piu lo spegnimento dell’onda di attivazione circadiana. La deriva
verso una condizione di ipercortisolismo subclinico, con I’attivita ormonale
aumentata in ore critiche (le odd hours serali-notturne), a sua volta reca con
sé il pericolo di ulteriore danno neurotossico, chiudendo un circolo vizioso
che accelera il deterioramento generale dell’organismo, somatico e psichico.
E lo stress? Quello cronico, beninteso, quello del distress e della reazione
neuroendocrina tonica, che non riesce piu ad autolimitarsi, corre sugli stessi
binari. Se il ragionamento fila, non puo quindi che rientrare a pieno titolo fra i
fattori che favoriscono quel circolo vizioso.

Considerazioni conclusive

In un articolo pubblicato alle soglie del nuovo millennio, uno studioso
carismatico della neuroendocrinologia, come Bruce S. McEwen scriveva,
a proposito delle relazioni fra aumentata attivita glicocorticoide e
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deterioramento psichico nell’eta avanzata, che si trattava di tipica chicken-
and-egg question®. Sosteneva anche, da ricercatore di base, la sostanziale
somiglianza fra ippocampo di ratto e ippocampo umano, trattandosi di
struttura paleo-encefalica, almeno nella scala evolutiva dei mammiferi.
Sappiamo che non ¢ cosi, ¢ che il vissuto di stress a forte impatto emotivo,
con le sequele di frustrazione, depressione e rilevanti disturbi somatici, quali
si verificano negli stress related disorders, impatta sul sistema limbico umano
in modo tutt’affatto particolare.

Ma a distanza di parecchi anni da quell’articolo, restano valide alcune
considerazioni. La prima ¢ che non valga la spesa sapere se ¢ venuto
prima 1’uovo o la gallina. La seconda riguarda la sensibilita individuale ai
meccanismi di neurotossicita ¢ alla disorganizzazione ritmica. A ragione,
la teoria neuroendocrina dell’invecchiamento si posiziona fra quelle
raggruppate come “programma genetico”. Una buona “finestra” clinica per
avere informazioni sul deterioramento dei servo-meccanismi che attuano la
sincronizzazione cronobiologica ¢ la perdita di qualita del sonno notturno,
fenomeno avvertito in modo molto variabile da soggetto a soggetto. Lultima
considerazione, gia prospettata da Bruce S. McEwen ¢, a parere di chi scrive,
la pit importante sul piano pratico. Poiché il sistema limbico, bersaglio del
cortisolo e a sua volta controllore dell’asse HPA, ¢ implicato nei processi
cognitivo-mnemonici e di socializzazione non meno che in quelli emozionali,
una vita attiva intellettualmente e ricca di progetti/iniziative mantiene piu a
lungo la sua integrita e la plasticita reattiva agli stressors. Nel fronteggiare
I’insidia subdola e temibile della cronicita (la “cappa di piombo” del distress)
queste scelte di vita contrastano meglio di tanti farmaci ogni pessimistico
declino. Nulla di nuovo, ma chiaramente una sfida positiva per chi non ha
paura dell’avanzare dell’eta.
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Riassunto

Processi infiammatori caratterizzano tutte le principali malattie croniche
dell’uomo, rappresentandone la principale forza trainante, influenzandone
tipo di evoluzione e complicanze. La flogosi puo intervenire precocemente
nello sviluppo di un processo patologico, promovendo il consolidamento
dei primi eventi di questo. In altri casi o comunque piu avanti nella storia
naturale di una patologia cronica, I’inflammazione funge piuttosto da vero
e proprio fattore di progressione. Molti progressi hanno registrato, negli
ultimi anni, gli studi sui meccanismi molecolari alla base dei processi di
promozione e progressione di malattia ad opera dell’inflammazione. In base
alle attuali conoscenze, un ruolo centrale nei meccanismi di flogosi risulta
essere svolto dal Nuclear Factor-kappaB (NF-kB), un fattore di trascrizione
che si ritrova in tutti i tipi cellulari e viene attivato da tutti i principali fattori
di flogosi. Il fatto che agenti di stress e di infiammazione, i piu disparati
tra di loro, agiscano tramite I’attivazione di NF-kB, favorisce lo sviluppo
di tecniche di medicina molecolare e procedure di prevenzione primaria
e secondaria atte a contrastare gli effetti deleteri dell’infiammazione sul
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decorso delle malattie croniche dell’uomo, prendendo come bersaglio
questo fattore di trascrizione genica.

Summary

Inflammatory processes are constantly associated with all major human chronic
diseases, represent their main driving force and influence their evolution and
complications. Inflammation may be present in the early expression of a given
pathology, acting as a promoter of it and stabilizing it. Later on in the natural history
of a disease process, inflammation acts as primary factor of disease progression. Over
the last years, significant advances in the investigation of inflammation-mediated
disease promotion and/or progression have been made. To the present knowledge, a
central role in the molecular mechanisms of inflammation is played by Nuclear Factor-
kappaB (NF-kB), a transcription factor present in all eukaryotic cells that is activated
by all main agents of inflammation and main stressors. The fact that a large number of
inflammatory and stress agents, so different the one from the other, exert their effect
through the activation of NF-kB, is actually favoring the development of molecular
technologies and primary and secondary prevention strategies against the deleterious
aspects of inflammatory reactions in the course of chronic human diseases, specifically
targeting this transcription factor.
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Nel prendere in esame, pur in modo schematico, il ruolo che i processi
inflammatori possono svolgere nell’insorgenza e nello sviluppo delle
principali malattie croniche che colpiscono I’uomo, ¢ opportuno sottolineare
da subito alcuni aspetti fondamentali e comuni a tutte queste patologie.

Laterosclerosi, il diabete mellito, la malattia neoplastica, la malattia di
Alzheimer e le altre patologie neurodegenerative, le malattie infiammatorie
croniche dell’intestino (morbo di Crohn e colite ulcerosa), sono tutte
patologie multifattoriali. Fattori genetici, epigenetici e strettamente acquisiti
si intrecciano in varia percentuale a determinare nei singoli individui
forme pitl 0 meno gravi, pitt 0 meno progressive, pit 0 meno complicate di
malattia.

Queste ¢ altre malattie comuni nell’'uomo, hanno, inoltre, la caratteristica
di svilupparsi e di eventualmente evolvere in piu fasi, sono cio¢ patologie
multifasiche.

Calata in un contesto di questo tipo, multifattoriale e multifasico,
I’inflammazione, essenzialmente, ma non solo, di tipo cronico, puod assumere
entita e significato differenti, ma sempre un ruolo primario. Processi
inflammatori caratterizzano tutte le principali malattie croniche dell’uomo,
rappresentandone la principale forza trainante (driving force), influenzandone
tipo di evoluzione e complicanze.

Come illustrato in Figura 1, la flogosi puo intervenire precocemente nello
sviluppo di un processo patologico, contribuendo al consolidamento dei
primi eventi di questo, come ad esempio nella disfunzione dell’endotelio di
arterie di medio e grande calibro nella formazione di un ateroma oppure nella
stabilizzazione di un focolaio di cellule con proliferazione di tipo neoplastico.
In tal caso, I’inflammazione ha un ruolo promovente lo sviluppo di malattia. In
altri casi o comunque piu avanti nella storia naturale di una patologia cronica,
I’inflammazione funge piuttosto da vero e proprio fattore di progressione,
sostenendo ad esempio una crescita neoplastica o 1’insorgenza di uno stato
di resistenza all’insulina o I’alterazione della normale funzioni di difesa della
parete intestinale.

A proposito di processi infiammatori cronici che stimolano una determinata
malattia cronica ad evolvere ulteriormente, ricerche recenti hanno evidenziato
I’esistenza di tre tipi di macrofago, basati su tre differente attivita omeostatiche:
difesa dell’ospite, riparazione di lesione tessutale, regolazione immunitaria".
E verosimile, quindi, pensare, che in fasi diverse di un processo patologico
cronico, prevalga un tipo piuttosto che un altro di cellula macrofagica. Un
evento di questo genere puo significativamente influenzare la storia naturale
della patologia stessa. Esempio calzante, a questo proposito ¢ la verosimile
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Figura 1. L'infiammazione come fattore di promozione o di progressione di malattia cronica.

prevalenza di macrofagi con funzioni di difesa dell’ospite nelle prime fasi
dello sviluppo di un tumore, mentre in un tumore in fase avanzata, quando la
neoplasia ¢ riuscita a prevalere sulle difese dell’ospite, prevalgono macrofagi
in grado di secernere citochine anti-inflammatorie e addirittura pro-
angiogeniche?, oltre a proteasi in grado di digerire la matrice extracellulare e
favorire quindi la diffusione del tumore®.

Diversa ma altrettanto importante €, poi, la distinzione tra flogosi con
funzione di promozione (fasi precoci di malattia) e flogosi con funzione di
progressione (fasi di patologia avanzate). Infatti, ci si contrappone alla prima
in corso di prevenzione primaria, mentre si attua una prevenzione secondaria
quando si adottano misure anti-infiammatorie a malattia gia avanzata, per
evitare la comparsa di complicanze gravi.

Si intende, qui di seguito, approfondire alcuni aspetti cellulari e soprattutto
molecolari dei processi inflammatori che accompagnano e modulano le
maggiori malattie croniche dell’uomo.

Dal punto di vista cellulare, si ¢ detto dei diversi fenotipi dei macrofagi.
Le cellule della linea macrofagica sono senza dubbio le piu importanti
nella flogosi cronica, ma non ¢ da dimenticare il ruolo che soprattutto in
determinate patologie croniche ricoprono le diversi classi di linfociti, i
granulociti, le cellule endoteliali, le cellule dell’epitelio intestinale, e, non
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ultime, componenti cellulari dello stroma dei tessuti, in particolare fibroblasti
e miofibroblasti.

E importante, infatti, sottolineare che non sono solo i leucociti a produrre
intermedi chimici di infiammazione, basti pensare al monossido di azoto e
alle svariate molecole di adesione e chemiotattiche generate dall’endotelio
di vasi e capillari sanguigni, alle citochine inflammatorie sintetizzate dai
miofibroblasti del connettivo dei vari organi, quali ad esempio fegato, parete
dei vasi arteriosi, rene, polmone. Il maggiore o minore coinvolgimento
di piu tipi cellulari in un determinato processo flogistico ne determinera
una maggiore o minore specificita e, soprattutto, ne permettera 1’eventuale
amplificazione.

Molti progressi hanno registrato, negli ultimi anni, gli studi sui meccanismi
molecolari alla base dei processi di promozione e progressione di malattia
ad opera dell’inflammazione. Cio grazie alle tecniche di biologia molecolare,
che hanno permesso di caratterizzare la sintesi e gli effetti fisiopatologici di
specie reattive dell’ossigeno e dell’azoto, di citochine con azione pro- ¢ anti-
inflammatoria, di fattori fibrogenici e angiogenici. Particolarmente interessante
¢ il fatto che, pur nella moltitudine di molecole coinvolte o coinvolgibili
in un processo infiammatorio, si sia arrivati ad identificarne alcune con un
ruolo fondamentale. Senza dubbio, allo stato attuale delle conoscenze, la piu
importante e studiata di tali molecole chiave ¢ il Nuclear Factor-kappaB (NF-
kB). NF-kB ¢ un fattore di trascrizione che si ritrova in tutti i tipi cellulari; lo
si ritrova in uno stato inattivo nel citoplasma, dove i due peptidi funzionanti
che lo compongono sono legati ad una molecola inibitrice IkB. Praticamente
tutti gli agenti chimici, fisici e microbiologici di inflammazione sono in grado
di attivare NF-kB favorendo il distacco della componente inibitoria IkB. Ne
consegue che il dimero risultante puo ora traslocare dal citoplasma al nucleo
delle cellule e Ii legarsi a sequenze chimiche specifiche presenti nel sito
promoter di molti geni coinvolti appunto nella modulazione della flogosi.

In Figura 2 sono riportati i principali fattori di flogosi che attivano NF-kB
insieme alle molecole e ai processi la cui sintesi e attivazione ¢ indotta da
detto fattore di trascrizione. NF-kB appare proprio svolgere un ruolo centrale
nella risposta infiammatoria a fattori di stress e di inflammazione, i piu
disparati tra di loro. Questa relativa stereotipicita delle reazioni flogistiche
correlate all’attivazione di NF-kB, sta ora favorendo lo sviluppo di tecniche
di medicina molecolare e procedure di prevenzione primaria e secondaria
atte a contrastare gli effetti deleteri dell’infiammazione sul decorso delle
malattie croniche dell’uomo prendendo come bersaglio questo fattore di
trascrizione genica.
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Figura 2. NF-kB come molecola centrale nella regolazione della risposta infiammatoria a
stimoli diversi di stress.

In effetti, davvero cruciale appare il ruolo di NF-kB e degli eventi
inflammatori da esso sostenuti in varie importanti patologie. Ad esempio, una
condizione di ipercolesterolemia ¢ riconosciuta da tempo essere coinvolta
nella patogenesi della malattia aterosclerotica e delle sue complicanze, ma la
molecola del colesterolo di per sé ¢ chimicamente poco reattiva. Recentemente
si ¢ unanimemente riconosciuto che il colesterolo acquisisce forte potere pro-
inflammatorio e pro-aterogeno, quando subisce un’ossidazione a livello di
determinati atomi di carbonio dell’anello steroideo o della catena laterale,
dando origine a prodotti di ossidazione del colesterolo definiti ossisteroli®.

Gli ossisteroli, al contrario della molecola parentale, sono forti attivatori di
NF-kB. Inibendo I’attivazione di questo fattore di trascrizione, gli ossisteroli in
effetti non inducono piu la sintesi di citochine infiammatorie e chemiotattiche
da parte di macrofagi di origine umana®.

Piu recentemente, gli ossisteroli riscontrabili nell’intestino di individui a
dieta carnea, hanno dimostrato di indurre, in cellule epiteliali del colon di
origine umana in coltura, una marcata sintesi di citochine infiammatorie
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IL-8, IL-6 e MCP-1, tutte molecole per la cui trascrizione risulta essenziale
I’attivazione di NF-kB. Questi risultati supportano un ruolo dei prodotti di
ossidazione del colesterolo nella patogenesi delle malattie infiammatorie
dell’intestino (IBD). Anche in tal caso, I’inibizione della via di segnale che
porta a NF-kB ha dimostrato di prevenire, almeno nel modello sperimentale
impiegato, I’induzione di citochine infiammatorie ad opera di ossisteroli della
dieta®.

Fondamentale, poi, la dimostrazione nell’animale sperimentale che
inibendo selettivamente 1’attivazione di NF-kB nelle sole cellule della
serie miclomonocitica o nelle sole cellule epatocitarie, si riesce a prevenire
I’induzione di insulino-resistenza ad opera di citochine infiammatorie e dieta
ricca in grassi, una situazione che in patologia umana si ritrova in condizioni
di obesita addominale o di vera e propria sindrome metabolica™. 11 modello
sperimentale utilizzato era quello del topo transgenico privato del gene
IKKbeta, I’enzima che permette il distacco della molecola inibitrice IkB dal
resto del fattore NF-kB, permettendo cosi la sua traslocazione nucleare ¢ la
conseguente attivita trascrizionale. Mentre il topo con livelli normali di NF-kB
negli epatociti o nei macrofagi, rispondeva al trattamento con lipopolisaccaride
batterico (LPS) o una dieta prolungata ricca di grassi evidenziando uno stato
inflammatorio generale e una marcata resistenza all’insulina, il corrispondente
topino KO per IKKbeta non presentava in circolo elevati livelli di citochine
inflammatorie e presentava una risposta glicemica praticamente normale al
carico orale di glucosio per 0s”.

Infine, essendo dimostrato 1’elevato impatto che i processi inflammatori
esercitano sulla comparsa e sullo sviluppo delle principali malattie dell’uomo
e ben avviata la ricerca di procedure innovative di intervento preventivo
e terapeutico contro questa spinta inflammatoria, occorrerebbe avere a
disposizione marcatori fini di inflammazione. Quest’ultimo punto ¢ di fatto
una nota dolente, perché troppo spesso ancora, anche in ambito ospedaliero,
si valuta uno stato infiammatorio rilevando semplicemente i livelli ematici di
proteina C reattiva e la velocita di eritrosedimentazione del sangue (come con
1 nostri nonni tanti anni fa). Il problema, ¢ noto, non dipende dalla mancata
disponibilita di quantificare i livelli ematici di citochine infiammatorie,
chemochine, molecole di adesione, ma piuttosto dalla ristrettezze finanziarie
in cui spesso si dibattono i laboratori di analisi cliniche ospedalieri. Con
la concentrazione delle risorse sanitarie in selezionati centri di diagnosi e
cura, anche il monitoraggio dell’inflammazione nella promozione e nella
progressione delle malattie croniche dell’'uomo risultera verosimilmente
fattibile di routine, con ovvie e significative ricadute socio-sanitarie.
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Riassunto

Il peso globale delle malattie croniche non trasmissibili continua a
crescere: affrontarle costituisce una delle principali sfide per lo sviluppo del
XXI secolo. Le morti per malattie non trasmissibili (si calcolano 35 milioni di
morti all’anno) rappresentano il 60% di tutte le morti e si prevede un ulteriore
aumento del 17% nei prossimo decennio. Poiché le malattie non trasmissibili
sono in gran parte prevenibili, attraverso 1’adozione di corretti stili di vita,
tra cui una sana alimentazione, il numero di decessi prematuri puo essere
notevolmente ridotto. Obiettivo di tutte le politiche sanitarie nazionali ¢
quello di promuovere stili di vita in grado di contrastare il peso delle malattie
croniche e di far guadagnare anni di vita in salute alla popolazione.

Summary

Noncommunicable diseases (NCDs) represent a leading threat to human health and
development. These four diseases are the world’s biggest killers, causing an estimated
35 million deaths each year - 60% of all deaths globally. It projects that, globally, NCD
deaths will increase by 17% over the next ten years. These diseases are preventable
by eliminating shared risk factors, including unhealthy diet. Unless addressed, the
mortality and disease burden from these health problems will continue to increase.
Proven cost-effective strategies exist to prevent and control this growing burden.
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“Lasciate che il Cibo sia la vostra Medicina
e la Medicina il vostro Cibo”.
(Ippocrate, 430 a.C.)

Fin dall’antichita, il cibo ha sempre avuto un valore superiore al semplice
gesto del mangiare; 'uomo antico, nel cibo, intravedeva la vita e la
fecondita della terra che genera e nutre; il cucinare era accompagnato da
gesti simbolici e religiosi, ed il mangiare faceva nascere profondi sentimenti
di gratitudine che diventavano autentica preghiera (valori che si sono persi
nell’era attuale).

E nel 1770 che il modo di mangiare diventa un sistema per precisare la
propria appartenenza sociale: Jean-Anthelme Brillat-Savarin, magistrato
francese, autore di saggi di diritto, nella sua opera piu nota del 1825 “Fisiologia
del gusto” conia la sentenza, divenuta poi famosa: “dimmi cosa mangi e ti
diro chi sei”. Ludwig Feuerbach (1804-1878) sosteneva che il centro di tutto
il creato era I’'uomo nella sua materialitd. Cimmagine che meglio fotografa
il rapporto tra cibo e societa era: “I’'uomo ¢ cio che mangia”. Entrambi gli
studiosi consideravano il cibo un preciso marcatore capace di mettere in
risalto cio che differenzia un uomo da un altro e di distinguere una cultura da
un’altra.

Nel XX secolo, la nostra realta agricola ed alimentare ha subito notevoli
modifiche, si ¢ incentivato ['uso di sementi e specie selezionate, di prodotti
chimici nella coltivazione (pesticidi, concimi, etc.), incentivando una
lavorazione e raffinazione industriale del cibo, che ha permesso ai consumatori
di avere a disposizione una notevole varieta di cibi tutto 1’anno e a prezzi
contenuti.

Parallelamente alla maggiore disponibilita di cibo compaiono e si
diffondono le “patologie del benessere”, correlate alla diffusione di un
modello alimentare ad alto tenore calorico e a uno stile di vita sedentario, il
cui rischio di insorgenza si manifesta sempre piu precocemente.

E innegabile che ogni cultura & legata al proprio cibo, e che il cibo o il
modo di mangiare sono elementi fondamentali per capire la cultura di un
popolo: il cibo non racchiude solo componenti nutrizionali, ma anche aspetti
antropologici come I’arte, la filosofia, I’intera cultura e la storia dell’uomo.
Lalimentazione ¢ un tassello integrante della nostra identita.

E I’alimentazione che porta il piccolo neonato alla scoperta del mondo
esterno, fatto di nuovi sapori e odori, ¢ 1’alimentazione che crea esperienze
che rimarranno indelebili nella memoria e nella costruzione dell’identita
personale di ogni singolo individuo.
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Ma quando si esagera, quando viene perduto il senso della misura, degli
abbinamenti, della stagionalita, dell’occasione e della festa, ecco che, come
un boomerang, 1’alimentazione finisce con 1’essere additata come causa della
maggior parte dei mali.

Obesita, malattie cardiovascolari, alcuni tumori e tutte quelle malattie
che riconoscono in un scorretta alimentazione la causa principale, stanno
dilagando e caratterizzando sempre piu le fasce “meno abbienti” dei paesi
industrializzati e quelle “piu ricche” dei paesi in via di sviluppo. Il fenomeno
¢ mondiale, si inizia cosi a parlare di “globesity”!"¥ e neppure I’Italia, culla
della tanto decantata dieta mediterranea quale esempio di alimentazione sana,
riesce a esserne esente...

Si sta perdendo infatti I’abitudine a utilizzare legumi e cereali integrali,
¢ sempre piu difficile far mangiare ai nostri bambini frutta e verdura; i cibi
raffinati, la carne e i dolci che rappresentavano un tempo 1’ eccezione dei

< 25%
[] >25% e <33%
B > 33% e <40%

B -0

Tabella I. Sovrappeso + obesita per regione, bambini di 8-9 anni della 3° primaria, OKkio alla
SALUTE 2012.
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momenti di festa, ora sono divenuti la regola giornaliera. A tutto cio si
aggiunge il fatto che un tempo 1’organismo richiedeva molta piu energia,
perché notevole era il dispendio calorico: fino a non molto tempo fa si
andava in cittd o ai mercati a piedi o in bicicletta, spesso facendo tragitti
che superavano i 30 Km giornalieri; gli inverni erano freddi anche in casa,
dove la stufa era presente solo in cucina. Adesso abitiamo perennemente
a 20°, estate e inverno, esiste il riscaldamento in ogni stanza e almeno un
bagno in ogni appartamento; in famiglia abbiamo in media un auto a testa,
un telecomando per aprire il cancello e uno per il televisore; 1 freezer ci
permettono di avere cappelletti, tortellini e lasagne tutto I’anno e i momenti di
festa (quotidiani...) sono rappresentati, almeno per i ragazzi, da hamburger,
patatine e ketchup®!®!b,

Anche in Italia ¢ cosi scomparsa la dieta mediterranea; 1’effetto ¢ I’aumento
preoccupante in certe regioni, dell’obesita, soprattutto quella infantile®,
come le recenti indagini di sorveglianza nutrizionale OKKIO dimostrano
(Tabella I).

Cosa fare? E stupido e inutile opporsi ai mutamenti alimentari in corso, non
riconoscere 1 progressi delle tecnologie alimentari o demonizzare i nuovi cibi.
Non esistono infatti cibi cattivi o sbagliati, ¢ solo una questione di misura e di
frequenza. E di energia consumata”.

L’OMS /FAO evidenzia® i fattori di rischio e di protezione per patologie
croniche a componente nutrizionale, descrivendo la forza dell’evidenza
secondo i criteri del convincente, probabile, possibile, insufficiente; vengono
inoltre individuati gli obiettivi in grado di modificare il rischio attribuibile
legato all’esposizione ad uno specifico fattore (Tabella II).

I punti cardine sono stati ripresi e riassunti dall’INRAN nelle Linee guida
per una sana alimentazione italiana®: consumare frutta, verdura e acqua in
abbondanza; limitare sale zuccheri e grassi; aumentare la fibra; muoversi di
piu.

A tutto cio si collegano anche le piu recenti raccomandazioni emesse dal
WCREF - Fondo Mondiale per la ricerca sul cancro®, frutto delle nuove e piu
avanzate evidenze scientifiche (Tabella III).
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EFFETTI L“(’;HO OBIETTIVI/
o RACCOMANDAZIONI
evidenza
Effetto protettivo

Attivita fisica: 60 minuti al giorno
Svolgimento regolare di attivita fisica +++ di attivita fisica moderata (es.
camminare) 5-7 giorni a settimana

Regimi alimentari ad elevato contenuto

- A
in fibra

Promozione di un’alimentazione
equilibrata nei bambini sia in ambito ++
scolastico che a casa

Disponibilita ed accessibilita ad
un’ampia varieta di frutta e verdura

Allattamento al seno ++

Consumo di alimenti

A L +
a basso indice glicemico
Aumento del numero giornaliero 0
dei pasti
Incremento del rischio
Stile di vita sedentario ++

Lipidi:
Regimi alimentari con alimenti i < 30% dell’apporto calorico/die
ad elevata densita energetica Carboidrati semplici:
< 10% dell’apporto calorico/die

Basso livello socio-economico .
specie nei soggetti di sesso femminile
Consumo di bevande zuccherate

e ++
e succhi di frutta
Frequente consumo di pasti fuori casa +
Controllo dell’assunzione calorica,
seguita da periodi di disinibizione
Consumo di bevande alcoliche 0
Nessuna relazione
Contenuto proteico della dieta | + |

Forza evidenza: Convincente: +++ Probabile: ++ Possibile: + Insufficiente: O

Modificato da: WHO (2003). Diet, Nutrition and the prevention of chronic diseases”. WHO Technical Report series n. 916.

Tabella 1I. Relazione tra comportamenti e/o stili di vita ed insorgenza di obesita, in rapporto
allo specifico livello di evidenza scientifica.
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Mantenersi snelli per tutta la vita. Per conoscere se il proprio peso € in un intervallo accettabile ¢
utile calcolare 1’Indice di Massa Corporea (BMI = peso in Kg diviso per I’altezza in metri elevata al
quadrato: ad es. una persona che pesa 70 kg ed ¢ alta 1,74 mt ha un BMI = 70 / (1,74x1,74) = 23,1)
che dovrebbe rimanere verso il basso dell’intervallo considerato normale (tra 18,5 e 24,9 secondo
I’Organizzazione Mondiale della Sanita).

2)

Mantenersi fisicamente attivi tutti i giorni. In pratica ¢ sufficiente un impegno fisico pari a una
camminata veloce per almeno mezz’ora al giorno; man mano che ci si sentira piu in forma, pero, sara
utile prolungare ’esercizio fisico fino ad un’ora o praticare uno sport o un lavoro pitt impegnativo.
Luso dell’auto per gli spostamenti e il tempo passato a guardare la televisione sono i principali fattori
che favoriscono la sedentarieta nelle popolazioni urbane.

3)

Limitare il consumo di alimenti ad alta densita calorica ed evitare il consumo di bevande
zuccherate. Sono generalmente ad alta densita calorica i cibi industrialmente raffinati, precotti e
preconfezionati, che contengono elevate quantita di zucchero e grassi, quali i cibi comunemente serviti
nei fast food. Si noti la differenza fra “limitare” ed “evitare”. Se occasionalmente si pud mangiare un
cibo molto grasso o zuccherato, ma mai quotidianamente, 1’uso di bevande gassate e zuccherate ¢
invece da evitare, anche perché forniscono abbondanti calorie senza aumentare il senso di sazieta.

4

Basare la propria alimentazione prevalentemente su cibi di provenienza vegetale, con cereali non
industrialmente raffinati e legumi in ogni pasto e un’ampia varieta di verdure non amidacee e
di frutta. Sommando verdure e frutta sono raccomandate almeno cinque porzioni al giorno (per circa
600g); si noti fra le verdure non devono essere contate le patate.

5)

Limitare il consumo di carni rosse ed evitare il consumo di carni conservate. Le carni rosse
comprendono le carni ovine, suine e bovine, compreso il vitello. Non sono raccomandate, ma per chi ¢
abituato a mangiarne si raccomanda di non superare i 500 grammi alla settimana. Si noti la differenza
fra il termine di “limitare” (per le carni rosse) e di “evitare” (per le carni conservate, comprendenti
ogni forma di carni in scatola, salumi, prosciutti, wurstel), per le quali non si puo dire che vi sia un
limite al di sotto del quale probabilmente non vi sia rischio.

6)

Limitare il consumo di bevande alcoliche. Non sono raccomandate, ma per chi ne consuma si
raccomanda di limitarsi ad una quantita pari ad un bicchiere di vino (da 120 ml) al giorno per le donne
e due per gli uomini, solamente durante i pasti. La quantita di alcol contenuta in un bicchiere di vino &
circa pari a quella contenuta in una lattina di birra e in un bicchierino di un distillato o di un liquore.

7)

Limitare il consumo di sale (non pilt di 5 g al giorno) e di cibi conservati sotto sale. Evitare
cibi contaminati da muffe (in particolare cereali e legumi). Assicurarsi quindi del buon stato di
conservazione dei cereali e dei legumi che si acquistano, ed evitare di conservarli in ambienti caldi ed
umidi.

8)

Assicurarsi un apporto sufficiente di tutti i nutrienti essenziali attraverso il cibo. Di qui
I'importanza della varietd. L'assunzione di supplementi alimentari (vitamine o minerali) per la
prevenzione del cancro ¢ invece sconsigliata.

9)

Allattare i bambini al seno per almeno sei mesi.

10) Nei limiti dei pochi studi disponibili sulla prevenzione delle recidive, le raccomandazioni per la

prevenzione alimentare del cancro valgono anche per chi si é gia ammalato.

COMUNQUE NON FARE USO DITABACCO

Tabella 11I. Raccomandazioni WCRF 2007 (da Fondazione IRCCS Istituto Nazionale dei Tumori).
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Riassunto

Il melanoma ¢ tra i tumori che hanno presentato il maggior aumento di
incidenza ed ¢ caratterizzato da un elevato potenziale metastastico, con
comparsa di metastasi nel 15-35% dei pazienti.

Negli ultimi anni, i notevoli progressi in campo biomolecolare hanno
portato all’individuazione di specifiche mutazioni a livello della cellula
melanocitaria. Il 50-60% dei melanomi presentano mutazioni a carico di
BRAF, gene che codifica per una protein-chinasi coinvolta nei processi di
regolazione della crescita cellulare. La mutazione di NRAS si osserva nel 15-
30% dei melanomi ed ¢ mutuamente esclusiva con quella di BRAF; pl6 e
pl4ARF (CDKN2A) sono spesso inattivati nei melanomi che insorgono su
cute cronicamente fotoesposta, mentre mutazioni di cKIT si osservano nei
melanomi acrali, mucosi e su cute fotodanneggiata. Lindividuazione di tali
mutazioni costituisce un target per lo sviluppo di farmaci. Il vemurafenib ¢ un
inibitore di Braf che agisce in presenza della mutazione pV600E, e che ¢ da
poco commercializzato anche in Italia. Studi di fase I1I hanno evidenziato la
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sua superiorita nei confronti della dacarbazina in termini sia di sopravvivenza
globale sia di tassi di risposta. Lipilimumab ¢ invece un anticorpo umano che
si lega a CTLA-4, molecola di superficie sulle cellule T helper, inducendo
una risposta immunitaria attiva contro le cellule tumorali. Studi randomizzati
hanno dimostrato come 1’impiego di ipilimumab consenta un significativo
incremento della sopravvivenza rispetto alla chemioterapia standard in
pazienti con melanoma metastatico in fase avanzata. Lintroduzione della
elettrochemioterapia, metodica che associa 1’infusione di chemioterapici
a basse dosi con la somministrazione di scariche elettriche a livello delle
metastasi cutanee, ha determinato una maggiore possibilita di controllo delle
metastasi cutanee.

Gli ambiti futuri della ricerca dovranno focalizzare le risorse da un lato sul
potenziamento delle diagnosi precoce di melanoma, dall’altro sul trattamento
dei pazienti con malattia metastatica utilizzando farmaci che associno attivita
clinica e tollerabilita, garantendo un significativo mantenimento della qualita
di vita.

Abstract

The cornerstone of treatment for cutaneous melanoma, whose incidence has greatly
increased during the last decades, is represented by an early diagnosis with surgical
removal of the primary lesion. Indeed, patients with thick melanomas are weighted by
a frequently poor prognosis with frequent spreading to visceral sites.

Recently, the improvement in the molecular biology techniques allowed the
identification of specific gene mutations which take place in the melanoma cells. One
of the most commonly found (50%-60% of cases) interests the BRAF gene, which
codify for a protein-kinase involved in the cell growth regulation; on the other hand,
NRAS mutation is less frequent (15-30% of cases) and it is mutually exclusive with
that of BRAF. CKIT mutations are more frequently observed in acral melanomas,
mucosal sites or photo-damaged skin. The identification of such mutations is of
overwhelming relevance for therapeutic strategies, in as much as they can constitute
a target towards monoclonal antibodies can be designed. Vemurafenib is a BRAF
inhibitor which acts in the presence of a pV600E mutation. Phase III randomised
clinical trials demonstrated his superiority with respect to dacarbazine in terms of
response rates and overall survival. Ipilimumab is a monoclonal antibody directed
against CTLA-4, a molecule expressed on the T-cell surface; the binding of the drug
with its target releases the brake induced by the tumour on the host immune response.
Randomised clinical trials demonstrated a significant increase of overall survival
with respect to standard dacarbazine. The development of electrochemotherapy, a
therapeutic strategy which associates the administration of low dose chemotherapy
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with the delivery of electric pulses directly within the cutaneous lesions, have induced
a significant improvement in the clinical management of skin metastases.

Future research strategies should focus on the improvement of early diagnoses (using
methods such as dermoscopy and confocal microscopy) as well as the identification
of effective treatments for advanced-disease patients, coupling clinical activity and
tolerability, thus improving the quality of life.
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Epidemiologia

Il melanoma, tumore maligno cutaneo originato dal melanocita e
dotato di un elevato potenziale metastatico, ¢ tra i tumori che presentano
il maggior aumento di incidenza. Secondo il SEER™, I’incidenza stimata
negli USA nel 1973 era di 6,8 per 100.000 persone-anno, mentre nel 2005
¢ aumentata a 20,8. Il melanoma si posiziona al quinto posto per incidenza
nel mondo, tuttavia ci sono molte variazioni nelle differenti etnie ed aree
geografiche. Anche in Italia il trend € in continua crescita, con una tendenza
al raddoppiamento delle diagnosi in 10 anni. Nel Nord Europa e negli USA
rappresenta il 2-3% di tutti i tumori maligni, escludendo i carcinomi cutanei.
In Europa la sua frequenza ¢ pari all’1% di tutti i tumori nel maschio e
all’1,8% nella femmina.

Il paese nel mondo nel quale I’incidenza del melanoma ¢ piu elevata ¢
rappresentato dall’ Australia (55,8 casi per 100.000 abitanti negli uomini e di
41,1 nelle donne)®, seguita dalla Nuova Zelanda e dal Nord Europa, mentre
I’incidenza ¢ piu bassa in Giappone e Africa centrale (0,4/100.000 abitanti).

In Italia i tassi di incidenza variano da 6 casi per 100.000 al Sud a 15 casi
per 100.000 nelle regioni del Nord. Vi sono differenze tra le varie regioni: i
tassi maggiori, compresi tra 12,5 e 13 si registrano in Friuli Venezia Giulia,
Romagna, Marche, Trentino e Toscana, con un picco massimo nella citta di
Torino, dove i maschi si attestano su un tasso di 14 e le donne di 14,8; quelli
piu bassi si riferiscono alle citta di Napoli, Sassari e Ragusa.

Sebbene fino alla fine degli anni ‘90 il melanoma tendesse a colpire piu
frequentemente le donne, negli ultimi anni, si € osservato un progressivo
incremento delle diagnosi nei maschi, fino ad arrivare ad una sostanziale
simile incidenza indipendentemente dal sesso, a partire dal 2000. Leta
mediana di diagnosi ¢ circa 50 anni, anticipata rispetto a quella delle altre
neoplasie cutanee epiteliali.

Fattori di rischio

Sono sia di tipo intrinseco (costituzionali) sia di tipo estrinseco
(ambientali). Tra 1 fattori intrinseci un ruolo importante ¢ rappresentato dal
fototipo: soggetti con pelle chiara e occhi verdi/celesti e tendenza a sviluppare
lentiggini (fototipo I-II) hanno un rischio significativamente piu elevato di
sviluppare un melanoma, cosi come soggetti con elevato numero di nevi
(> 100), numerosi nevi atipici e anamnesi positiva per ustioni solari, soprattutto
in eta infantile®®., Inoltre costituisce un importante fattore di rischio la
storia personale e/o familiare di melanoma. Lereditarieta del melanoma ¢
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poligenica, e circa il 5-10% dei casi di melanoma ¢ familiare. Pazienti affetti
da melanoma hanno un rischio di 9 volte maggiore rispetto alla popolazione
generale di sviluppare un secondo melanoma®. Il piu importante fattore di
rischio estrinseco ¢ rappresentato dall’esposizione a sorgenti naturali e/o
artificiali di UV, 1l pattern di esposizione agisce in maniera indipendente
dalla durata: I’esposizione solare intensa di tipo intermittente ¢ associata al
melanoma a diffusione superficiale mentre 1’esposizione cronica ¢ associata
alla lentigo maligna. E stato inoltre recentemente dimostrato come il mancato
utilizzo di fattori di protezione solare costituisca un fattore di rischio per lo

sviluppo del melanoma.

Aspetti clinici e istopatologici

Il melanoma puo insorgere in qualunque distretto corporeo, su cute sana
oppure su un nevo melanocitico congenito o acquisito. Pitt raramente insorge
in sedi diverse, quali I’occhio (congiuntiva o coroide), la vulva, I’ano, le
cavita orale e nasale. In una percentuale non trascurabile di casi la diagnosi
viene fatta in seguito alla comparsa di metastasi linfonodali o viscerali
senza che il melanoma primitivo sia clinicamente evidente (“primitivo
sconosciuto”)®,

Dal punto di vista clinico, nel melanoma si distinguono tre varianti:
il melanoma piano, che si presenta come una macchia pigmentata di
diametro solitamente superiore ai 6 mm, a forma irregolare e con tendenza
all’accrescimento in senso centrifugo; il melanoma piano-cupoliforme, che
presenta nelle fasi iniziali le stesse caratteristiche del melanoma piano, ma
successivamente tende ad accrescersi in direzione verticale; il melanoma
cupoliforme, che ¢ meno frequente rispetto alle altre varieta (18% dei casi),
compare generalmente su cute sana e tende ad accrescersi con una modalita di
crescita prevalentemente verticale. Puo avere colore bruno nerastro ma anche
essere acromico; puo inoltre ulcerarsi e sanguinare. Circa il 10% dei pazienti
affetti da melanoma sviluppa ulteriori melanomi durante il follow-up®. La
prognosi di tali pazienti € condizionata non dal numero delle lesioni ma dallo
spessore del melanoma piu spesso e non ¢ in ogni caso peggiore rispetto a
quella dei pazienti con un melanoma unico.

La classificazione in istotipi ¢ basata sulla consensus conference di
Sidney del 198219, La principale distinzione ¢ tra il melanoma in situ e le
diverse varianti del melanoma invasivo. Per melanoma in sifu si intende una
proliferazione intraepidermica, a cellule singole o a nidi, di melanociti atipici
di dimensione ¢ forma variabile. Tale proliferazione ¢ confinata all’epidermide
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e per questo motivo ¢ virtualmente impossibile che il melanoma in situ possa
dare origine a metastasi. Per quanto riguarda il melanoma invasivo, si possono
distinguere 4 istotipi principali’*!?. La forma piu comune (70%) ¢ quella
a diffusione superficiale; il restante 30% ¢ distribuito in maniera uguale tra
le tre varieta lentigo maligna-melanoma, acrale lentigginoso e nodulare. II
melanoma nodulare ¢ caratterizzato fin dall’origine da una proliferazione di
tipo verticale e ha come corrispettivo clinico il melanoma cupoliforme; le
altre varieta presentano una prima fase di crescita radiale-orizzontale che ha
come corrispettivo clinico il melanoma piano e una fase tardiva di crescita
verticale corrispondente clincamente al melanoma piano-cupoliforme.
Varianti meno comuni sono rappresentate dal melanoma desmoplastico,
dal melanoma a cellule di Schwann, dal melanoma a cellule globose ¢ dal
melanoma mixoide.

Diagnosi

La diagnosi clinica del melanoma, basata fino ad alcuni anni or sono
esclusivamente sull’identificazione di peculiari caratteristiche di asimmetria,
irregolarita nei bordi e nel colore, incremento dimensionale e evolutivita
nell’ambito delle lesioni pigmentate (regola dell’ABCDE), attualmente
si avvale dell’ausilio della dermatoscopia, una metodica non invasiva
che puo essere ulteriormente implementata mediante 1'utilizzo di sistemi
computerizzati di analisi di immagine. Tale metodica permette di visualizzare
caratteristiche morfologiche degli strati superficiali della cute (dal corneo fino
al derma superficiale) non altrimenti apprezzabili ad occhio nudo e correlabili
con specifiche strutture istologiche. Indipendentemente dallo strumento di
osservazione utilizzato, esistono sistemi di archiviazione dell’immagine
digitale, adatti al monitoraggio delle lesioni pigmentate nei successivi
controlli. La dermatoscopia permette di migliorare 1’accuratezza diagnostica
del 15-20% rispetto alla semplice osservazione clinica; tuttavia I’esame
dermatoscopico puo risultare scarsamente affidabile nel caso di lesioni
completamente amelanotiche, in quelle con pigmentazione troppo intensa
oppure nel caso di lesioni traumatizzate!>!,

Stadiazione del melanoma e storia naturale della patologia

La stadiazione attualmente seguita per il melanoma ¢ quella proposta
dall’ American Joint Committee on Cancer (AJCC)!9. Rispetto alle versioni
precedentemente utilizzate'” vengono mantenuti immodificati i cut-off dello
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spessore di Breslow che individuano i differenti T-score (<= 1; 1-2; 2-4;
>4 mm) e I’ulcerazione mantiene il ruolo di fattore prognostico indipendente,
in grado di modificare lo stadio a parita di spessore di Breslow. A differenza
della precedente versione, pero, il livello di Clark non viene piu preso in
considerazione, mentre ¢ inserito il parametro delle mitosi limitatamente a
melanomi di spessore <= 1 mm. Per quanto riguarda i melanomi piu spessi,
viene confermata la necessita di effettuare la biopsia del linfonodo sentinella.
Hanno un ruolo prognostico anche la sede del melanoma primitivo, il
tipo istologico, I’eta e il sesso del paziente. La progressione di malattia si
verifica in una percentuale di pazienti compresa tra il 15 e il 35% circa®. La
metastatizzazione pud avvenire per contiguita, per via linfatica (ai linfonodi
regionali o “in transit”) o per via ematica, mentre la comparsa di recidive
locali ¢ prevalentemente conseguente ad una escissione chirurgica non
radicale. La maggiore incidenza di metastasi si riscontra nei primi anni dopo
I’asportazione del melanoma primitivo, ma nel 2-3% dei casi sono descritte
anche metastasi che compaiono tardivamente, 10 e piu anni dopo la prima
exeresi. La sede del melanoma primitivo condiziona significativamente la
sede della prima progressione: per i melanomi localizzati all’arto inferiore, la
prima sede di metastasi ¢ quasi sempre rappresentata dai linfonodi inguinali,
mentre metastasi viscerali “d’emblee” sono piu frequenti per melanomi
localizzati al dorso, capo-collo e arti superiori.

Trattamento del melanoma primitivo e delle metastasi linfonodali

Il trattamento elettivo per il melanoma primitivo ¢ chirurgico!”. La
lesione pigmentata con caratteristiche di sospetto va asportata interamente,
con margini non superiori a 5 mm. La biopsia incisionale ¢ indicata solo
per lesioni di grandi dimensioni o localizzate in sedi critiche quali il volto,
le mucose, le unghie. Quando la diagnosi di melanoma viene confermata
dall’esame istologico, ¢ necessario procedere ad un secondo intervento di
radicalizzazione, con ampliamento dei margini del tessuto circostante la sede
della prima lesione ed estensione in profondita fino alla fascia muscolare. I
margini dell’asportazione variano da 1 a 3 cm a seconda dello spessore della
lesione primitiva®?,

In concomitanza con Il’intervento di radicalizzazione, per melanomi
ad elevato rischio di metastasi (spessore di Breslow uguale o > di 1 mm;
ulcerazione; numero di mitosi >= 1/mm) viene effettuata la ricerca del
linfonodo sentinella, secondo la metodica descritta da Morton nel 1992V,
Tale procedura, oltre ad essere indispensabile per la corretta stadiazione del
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melanoma, ¢ da considerarsi terapeutica: in caso di positivita del infonodo
sentinella viene infatti effettuata la dissezione completa della stazione
linfonodale corrispondente.

Nella letteratura, il tasso di linfonodi sentinella falsi negativi varia dal 2
al 16%, ma questo tasso ¢ spesso calcolato non correttamente. Nella nostra
esperienza solo una frazione di pazienti con biopsia negativa che ha subito
una progressione clinica dovrebbe essere considerato come falso negativo.
In uno studio condotto dal nostro gruppo®? abbiamo analizzato i dati clinici
raccolti da 688 pazienti con melanoma sottoposti a biopsia del linfonodo
sentinella. Abbiamo concentrato la nostra attenzione sui pazienti che hanno
sviluppato una progressione della malattia dopo una biopsia del linfonodo
sentinella negativa, pari al 22,7% del totale, evidenziando come i pazienti
anziani ¢/o con melanomi ad alto rischio avessero una maggiore probabilita di
progressione della malattia. Tra questi, le donne con eta elevata alla diagnosi
e con melanoma agli arti inferiori sviluppavano prevalentemente metastasi
cutanee all’arto stesso, mentre i maschi con melanoma primitivo al tronco
sviluppavano prevalentemente metastasi viscerali, facendo ipotizzare vie di
drenaggio alternative rispetto a quella linfatica.

Terapia adiuvante

Lunico farmaco per cui finora ¢ stata documentata una potenziale efficacia
nel trattamento adiuvante del melanoma ¢ I’interferon-alfa (IFN). Gli studi
pubblicati in letteratura hanno utilizzato schemi a differenti dosi di IFN, anche
se pero finora non ¢ stato raggiunto un pieno accordo su quali siano le dosi e
le modalita di somministrazione piu efficaci.

Per quanto riguarda il melanoma primitivo, ¢ stato evidenziato un
beneficio sull’intervallo libero da malattia solo per quanto riguarda I’TFN
a basse dosi in due studi randomizzati®?¥. Per quanto riguarda, invece, il
trattamento adiuvante dei pazienti con malattia metastatica regionale, i dati
piu consistenti riguardano 1’uso di IFN ad alte dosi. I risultati riportati da
Kirkwood et al. (ECOG 1684), confermati in due studi successivi (E1690,
E1694) hanno documentato un vantaggio prognostico mediante impiego
di IFN ad alte dosi (20 MU/m? endovena per 5 giorni alla settimana per 4
settimane, poi 10 MU/m? per via sottocutanea 3 volte alla settimana per 48
settimane). Il tasso di sopravvivenza ¢ del 37% nel gruppo di controllo e
del 46% nel gruppo trattato. Nonostante la severa tossicita sistemica (il 67%
dei pazienti ha sviluppato una tossicita di grado III) la FDA ha approvato
I’impiego di IFN ad alte dosi come trattamento adiuvante post-chirurgico. In
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Italia, I’impiego di IFN ad alte dosi ¢ autorizzato come terapia adiuvante in
pazienti liberi da malattia in seguito ad intervento chirurgico ad alto rischio
di recidiva sistemica, alle dosi previste dal protocollo di Kirkwood.

Terapia delle metastasi cutanee

Il coinvolgimento cutaneo o sottocutaneo ¢ un evento frequente nel decorso
clinico del melanoma: lesioni cutanee sono presenti nel 10-17% dei pazienti e
in quasi il 50% dei pazienti con malattia metastatica. Sulla base della distanza
dal melanoma primario, le metastasi cutanee sono descritte come recidive
locali (ricrescita del tessuto neoplastico non asportato completamente),
malattia in transito (tra il sito del melanoma primario e i linfonodi regionali) o
metastasi a distanza (per disseminazione ematogena).

Da un punto di vista clinico, I’aspetto pitt comune delle metastasi cutanee
¢ dato da papule o noduli di colore bruno-nerastro, talvolta ulcerate. Tuttavia,
un ampio spettro morfologico delle lesioni ¢ stato descritto: chiazze o placche
eritematose, lesioni infiammatorie erisipelatoidi, lesioni sclerodermiformi,
aree di alopecia o lesioni vescico-bollose a distribuzione zosteriforme®>.

Nella nostra esperienza, nel 56,3% dei pazienti, la cute era il primo sito
di coinvolgimento metastatico dopo la diagnosi del melanoma primario,
mentre il 28,4% della metastasi sorgeva dopo malattia linfonodale regionale.
Un coinvolgimento cutaneo dopo metastasi viscerali ¢ stata rilevato nel 3,1%
dei pazienti, mentre nel 12% metastasi cutanee sono state diagnosticate
contemporaneamente a metastasi linfonodali e viscerali. Nel gruppo di
pazienti con metastasi a distanza, il melanoma primario era localizzato
prevalentemente a tronco e dorso, mentre gambe e piedi erano la sede piu
rappresentata del melanoma primario per pazienti con metastasi cutanee a
diffusione locoregionale. Uintervallo libero da malattia dalla prima diagnosi
melanoma era di soli 1,3 anni per i pazienti con prima recidiva locoregionale
cutanea, tuttavia, lo stesso gruppo di pazienti ha mostrato una progressione
molto tardi per malattia viscerale, con un tempo di progressione di piu di
62,5 mesi. Al contrario, i pazienti con lesioni cutanee diffuse come primo sito
di progressione, avevano un intervallo piu lungo dalla prima diagnosi (2,9
anni) ma un piu breve tempo di progressione viscerale®®. Le differenze tra i
due gruppi erano statisticamente significative e a nostro avviso devono essere
prese in considerazione nella loro gestione clinica e nella scelta delle opzioni
terapeutiche. Inoltre, la scelta della modalita di trattamento per le metastasi
cutanee dipende da sede e numero di lesioni, presenza di coinvolgimento
sistemico, eta e condizioni generali dei pazienti.
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La chirurgia ¢ il trattamento piu adeguato quando le lesioni sono
raggruppate in un’area circoscritta. Per metastasi diffuse ad un singolo arto
puo essere considerata la perfusione ipertermica con antiblastici, con un tasso
di risposta globale del 48-91%. La radioterapia puo essere utilizzata solo a
scopo palliativo. Recentemente, anche 1’elettrochemioterapia ¢ stata proposta
come nuova modalita di trattamento per le metastasi cutanee, con un tasso
di risposta globale del 88% e una percentuale di remissione completa del
42%°7,

Terapia del melanoma metastatico in fase avanzata

In presenza di malattia metastatica disseminata, la prognosi ¢ infausta, con
una sopravvivenza mediana di 6-8 mesi ed untasso di sopravvivenzaa 5 anni pari
al 6-10%. Limpiego di farmaci chemioterapici per via sistemica rappresenta
il trattamento di scelta in pazienti affetti da melanoma metastatico in fase
avanzata, con localizzazioni viscerali, non trattabili chirurgicamente (stadio
IV secondo la classificazione AJCC)®. Le principali opzioni terapeutiche
includono I’'impiego di agenti chemioterapici e di modulatori della risposta
biologica, quali I’interferone e I’interleuchina-2, anche in associazione in
protocolli polichemioterapici o (poli)chemio-immunoterapici.

Numerosi protocolli terapeutici sono stati analizzati nel tentativo di
aumentare 1’attivita clinica rispetto alla monochemioterapia ¢ modificare la
storia naturale della malattia®®*V, Uimpiego di protocolli polichemioterapici
non ¢ risultato associato ad un significativo incremento della sopravvivenza
rispetto alla sola dacarbazina. Per quanto riguarda i tassi di risposta, le
percentuali ottenute con la dacarbazina (da 5,3% fino a 28,6%) sono solo
lievemente inferiori, se non sovrapponibili, a quelle riscontrate con 1’utilizzo
di protocolli polichemioterapici, gravati tuttavia da una tossicita sistemica
nettamente maggiore. Gli incoraggianti risultati ottenuti in studi di fase II
con schemi integrati o sequenziali di chemioimmunoterapia, per lo piu con
cisplatino, interleuchina-2 e interferone, non sono stati confermati in studi
randomizzati. Infatti, sebbene protocolli chemioimmunoterapici possano
determinare un incremento delle percentuali di risposta (dal 22,9% fino al
48%) rispetto alla polichemioterapia, tale incremento non si traduce in un
parallelo aumento della sopravvivenza, che rimane inferiore ad 1 anno.

Negli ultimi anni, ’approccio terapeutico al paziente con melanoma
metastatico in fase avanzata si ¢ radicalmente trasformato grazie
all’individuazione di farmaci in grado di riconoscere selettivamente specifici
“target” espressi dalla cellula di melanoma, quali molecole che giocano
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un ruolo chiave nei meccanismi di controllo della reazione immunitaria
o mutazioni a livello di pathways coinvolte nel processo di proliferazione
o metastatizzazione. E importante sottolineare come per due di questi
(ipilimumab e vemurafenib), per la prima volta nel campo della terapia
del melanoma metastatico, studi randomizzati abbiano dimostrato un
significativo incremento del tasso di risposta e/o della sopravvivenza rispetto
alla chemioterapia standard rappresentata dalla dacarbazina.

In particolare, I’Ipilimumab, registrato nel 2011 dalla FDA, e recentemente
approvato per uso commerciale in Italia, ¢ un anticorpo monoclonale
umano che si lega a CTLA-4, molecola di superficie delle cellule T helper
che svolge un ruolo critico nella regolazione della risposta immunitaria
naturale, bloccandone I’attivita e quindi inducendo una risposta immunitaria
attiva contro le cellule tumorali®. Studi randomizzati hanno dimostrato
come I’impiego di ipilimumab consenta un significativo incremento della
sopravvivenza rispetto alla chemioterapia standard in pazienti in fase avanzata.
Lo studio randomizzato multicentrico di Robert et al®® condotto su 502
pazienti evidenziava un significativo incremento della sopravvivenza mediana
in pazienti trattati con ipilimumab alle dosi di 10 mg/kg (11,2 mesi) rispetto
ai pazienti trattati con dacarbazina (9 mesi). Un secondo studio randomizzato
confermava una significativa maggiore efficacia di ipilimumab (alle dosi di 3
mg/kg) nei confronti di vaccino con peptide gp10069.

Negli ultimi anni, i notevoli progressi in campo biomolecolare hanno
portato all’individuazione di specifiche mutazioni a livello dei geni della
cellula melanocitaria. 11 50-60% dei melanomi a diffusione superficiale
presenta mutazioni a carico di BRAF, gene che codifica per una protein-
chinasi coinvolta nei processi di regolazione della crescita cellulare. Tra le
altre mutazioni identificate, la mutazione di NRAS si osserva nel 15-30%
dei melanomi ed ¢ mutuamente esclusiva con la mutazione di BRAF; pl6 e
pl4ARF (CDKN2A) sono spesso inattivati nei melanomi che insorgono su
cute cronicamente fotoesposta, mentre mutazioni di cKIT si osservano piu
frequentemente nei melanomi acrali, mucosi e su cute fotodanneggiata®>. Al
di 1a del significato biologico, 1’individuazione di tali mutazioni costituisce
un target per lo sviluppo di farmaci che le riconoscono e legandosi al gene
mutato, inducono con vari meccanismi la necrosi o 1’apoptosi della cellula
tumorale. Sono sempre pit numerosi i trials clinici riguardanti farmaci con
attivita inibitoria che hanno come target queste mutazioni. Tra questi, il piu
promettente sembra essere il vemurafenib, un inibitore di BRAF che agisce
in presenza della mutazione pV600E. Studi di fase III hanno evidenziato la
sua superiorita nei confronti della dacarbazina in termini sia di sopravvivenza
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globale sia di tassi di risposta. In uno studio randomizzato multicentrico
(BRIM3)© condotto su 680 pazienti in stadio ITIC o IV, non operabili né
precedentemente trattati, positivi per tale mutazione, si sono confrontati gli
effetti del trattamento con Vemurafenib e Dacarbazina: si € visto un incremento
del tasso di risposta (dal 5% con dacarbazina al 48% con Vemurafenib) e della
sopravvivenza mediana da 8 mesi per i pazienti trattati con Dacarbazina a
12,3 mesi per quelli trattati con Vemurafenib. Il trattamento con Vemurafenib
ha determinato una riduzione del rischio di morte del 64%.

Fattori prognostici “immunologici”: infiltrato infiammatorio, vitiligine,
regressione

La stretta correlazione tra attivazione immunitaria e storia naturale del
melanoma emerge con tutte le sue problematiche dall’analisi di tre aspetti.

Linfiltrato infiammatorio linfocitario (TILs) rappresenta la risposta immune
cellulo-mediata del paziente diretta verso le cellule di melanomai e si classifica
in tre categorie: Brisk (infiltrato infiammatorio linfocitario diffuso in tutta la
massa neoplastica), Non brisk (infiltrazione linfocitaria focale) e Assente®”
3%, Alcuni studi effettuati mediante microscopia ed immunoistochimica
considerano I’infiltrato infiammatorio come un fattore prognostico favorevole,
mentre altri non dimostrano una relazione statisticamente significativa tra TIL
e prognosi. Questa discordanza potrebbe essere imputabile all’associazione
di altri fattori prognostici all’infiltrato infiammatorio, tanto da alterarne i
risultati. Gli studi piu recenti si soffermano maggiormente sull’importanza
dell’entita e dello stato di attivazione dell’infiltrato linfocitario piu che sulla
tipologia dello stesso.

Per quanto riguarda la vitiligine, a partire dagli anni ‘70 ¢ stato ipotizzato
che I’associazione tra le due malattie possa non essere casuale, sebbene sia
opposto il meccanismo patogenetico: se infatti il melanoma ¢ determinato
dalla proliferazione incontrollata dei melanociti, la vitiligine ¢ il risultato
della loro completa distruzione. Nella nostra esperienza, su un totale di
2.954 pazienti affetti da melanoma sono stati evidenziati 80 casi di vitiligine
pari al 2,7% della popolazione considerata®. I dati ottenuti dall’analisi di
questa casistica dimostrano come una ristretta, ma significativa percentuale di
pazienti affetti da melanoma possa sviluppare, durante il loro decorso clinico
e dopo una mediana di piu di 3 anni dalla prima diagnosi, lesioni vitiligoidi.
La maggiore prevalenza di tale fenomeno rispetto alla popolazione sana ne
testimonierebbe la rilevanza clinica e biologica. Inoltre, il trattamento con
farmaci modulatori della risposta biologica potrebbe ulteriormente accrescere
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I’espressivita clinica di tale fenomeno. La presenza di vitiligine ¢ associata
ad una prognosi migliore, in termini di sopravvivenza globale, sia per quanto
riguarda i pazienti con melanoma localizzato esclusivamente alla cute, sia in
pazienti metastatici.

11 fenomeno della regressione a carico della lesione primitiva di melanoma
si verifica a seguito dell’interazione tra le cellule del sistema immunitario e le
cellule tumorali. Si tratta di un processo articolato in piu fasi: inizialmente infatti
si ha un infiltrato linfo-istioide accompagnato da processi neo-angiogenetici,
mentre in fase piu avanzata si verifica un fenomeno di fibrosclerosi diffuso.
Il ruolo come fattore prognostico ¢ ancora controverso. Alcuni studi hanno
dimostrato un rischio di progressione significativamente aumentato per
melanomi sottili che presentavano regressione; la regressione, essendo legata
alla distruzione della componente della fase di crescita verticale, potrebbe
quindi causare una sottostima dello spessore di Breslow. Altre proposte
si basavano invece sull’assunto che la presenza di cellule metastatiche nei
linfonodi regionali potessero stimolare una risposta immune provocando
quindi la regressione del tumore primitivo. Partendo da queste considerazioni
alcuni autori hanno quindi riconsiderato il fenomeno della regressione,
individuandone un ruolo come fattore prognostico favorevole®4,
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Riassunto

A circa 20 anni di distanza dalla dimostrazione dell’esistenza dei tumori
ereditari della mammella, la componente genetica del rischio di sviluppare
questa neoplasia appare quanto mai complessa e lascia presagire un futuro
nel quale il percorso diagnostico consistera nella determinazione di “profili
genetici di rischio” piuttosto che nella semplice analisi di due o piu geni
maggiori di suscettibilita. Tuttavia, al momento, la ricerca di mutazioni dei
geni BRCAIl e BRCA2 rappresenta I'unico test genetico offerto a scopo
assistenziale in caso di tumore giovanile della mammella o di ricorrenza
famigliare di tumori della mammella e/o dell’ovaio. La sorveglianza
senologica e la chirurgia di riduzione del rischio si sono dimostrate efficaci
nel ridurre la morbilita e la mortalita per entrambe le neoplasie. Lavvento
delle tecnologie di nuova generazione sia di sequenziamento del DNA sia di
genotipizzazione consentira nel futuro di estendere i test genetici anche ai
numerosi geni di suscettibilita a rischio moderato e di personalizzare le stime
di rischio includendo anche polimorfismi a bassa penetranza.
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Abstract

Twenty years after the demonstration of the existence of inherited breast cancers, the
genetic component of the risk of developing this neoplasia seems highly complex
and lets foresee a future in which the diagnostic procedure will consist in the
determination of risk profiles rather than in the simple analysis of two or more major
susceptibility genes. However, currently, the search for germline mutations in BRCA/
and BRCA2 genes represents the only genetic test provided on a clinical basis in case
of early-onset breast cancer or familial clustering of breast and/or ovarian cancers.
Breast surveillance and risk reducing surgery have been proven effective in reducing
morbidity and mortality for both tumors. The advent of new technologies of next
generation sequencing and genotyping will allow in the future to extent the analysis
to the many moderate risk genes and to customize the risk estimation including also
low penetrance polymorphisms.
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Fattori genetici predisponenti al carcinoma della mammella

11 carcinoma della mammella femminile ha una frequenza nella popolazione
italiana del 7-10% e si presenta in forma famigliare in circa il 15% dei casi.
Per questa neoplasia sono noti numerosi fattori di rischio quali la durata
della stimolazione ormonale della ghiandola (menarca precoce € menopausa
tardiva), I’obesita, la vita sedentaria, il consumo di alcool, la densita mammaria
e la famigliarita. Di questi, tuttavia, la storia famigliare positiva ¢ considerato
fin dagli anni ’80 il principale fattore di rischio soprattutto all’aumentare del
numero delle parenti affette e al decrescere dell’eta alla diagnosi®”. Negli
anni *90, la raccolta e lo studio di nuclei famigliari con numerosi casi di
tumore della mammella giovanile e pre-menopausale ha indotto ad ipotizzare
I’esistenza di uno o piu geni di predisposizione allo sviluppo del tumore
mammario in grado di conferire, in caso di mutazione, un rischio molto alto
(cosiddetti geni ad “alta penetranza”). Nei nuclei famigliari “ad alto rischio”
il tumore della mammella poteva essere considerato la manifestazione
di una classica malattia ereditaria mendeliana e 1’utilizzo dell’analisi di
linkage ha permesso di assegnare ai cromosomi 17q e 13q i primi due loci
di suscettibilitd denominati BRCA1 (BReast CAncer 1) ¢ BRCA2®Y cui ¢
seguita in breve tempo 1’identificazione dei rispettivi geni (Tabella I). Negli
anni successivi, I’applicazione dell’analisi di /inkage allo studio dei nuclei
famigliari ad alto rischio privi di mutazioni dei geni BRCAIl e BRCA2 non
ha permesso di identificare ulteriori geni di suscettibilita, mettendone persino
in dubbio I’esistenza®. Nello stesso periodo, la scoperta che le proteine
codificate dai geni BRCA fanno parte di complessi multi-proteici coinvolti
nel riparo del DNA, ha dato avvio alla ricerca sistematica, nei casi di tumore
della mammella famigliari e sporadici, di mutazioni germinali, in classi di
geni con funzione simile. Lapproccio cosiddetto di analisi dei geni candidati
ha permesso di identificare i cosiddetti “geni a penetranza intermedia”
le cui mutazioni in eterozigosi conferiscono un rischio 2-4 volte superiore
di sviluppare il tumore della mammella mentre i soggetti con mutazioni in
omozigosi sono affetti da malattie, per lo piu pediatriche, appartenenti alla
categoria delle sindromi da instabilita cromosomica (sindrome di Fanconi,
sindrome di Nijmegen, Atassia Telangiectasia)” (Tabella I e Figura 1). Infine,
lo sviluppo delle tecnologie di analisi massiva dei polimorfismi in singolo
nucleotide (SNPs) ha dato impulso agli studi di associazione cosiddetti GWAS
(Genome Wide Association Studies) che hanno portato alla identificazione di
un numero sempre crescente di SNPs responsabili di modeste (OR < 1.5) ma
significative fluttuazioni del rischio oncologico™”. A circa 20 anni di distanza
dalla dimostrazione dell’esistenza dei tumori ereditari della mammella, la
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Nome della malattia, caratteristiche cliniche e

Anno L. . - .

rischio oncologico (rischio assoluto espresso in
Gene Cromosoma della . .

percentuale o rischio relativo espresso come odd

scoperta .

ratio)

Tumore ereditario della mammella e dell’ovaio
BRCAI 17q21.31 1994 rischio di tumore della mammella del 45-80%,
BRCA2 13q13.1 1995 dell’ovaio del 10-60%, del pancreas, della prostata

(30-40%) e del tratto gastro-enterico (10-15%)

Geni respon

sabili di altre forme di predisposizione allo sviluppo di tumori

TP53

17p13.1

1990

Sindrome di Li-Fraumeni: rischio di tumore della
mammella pre-menopausale del 50-60% < 45 anni

[sarcoma osso e tessuti molli, astrocitoma, glioblastoma,
medulloblastoma, carcinoma dei plessi coroidei, tumore
polmonare bronchiolo-alveolare, tumore della corteccia del
surrene pediatrico e dell’adulto]

CDHI

16¢22.1

1998

Tumore gastrico diffuso ereditario: rischio di tumore
lobulare della mammella del 20-40% (fino al 60%)

[rischio di tumore gastrico diffuso del 40-70% e fino all’80]

PTEN

10¢23.31

1997

Sindrome di Cowden: rischio tumore della

mammella del 25-50% (fino all’85%)

[polipi amartomatosi multipli e ganglioneuromi del colon-
retto, trichilemmomi e papule multiple del volto, cheratosi
multiple palmo-plantari, papillomatosi multipla della
mucosa orale, macrocefalia, gangliocitoma displastico del
cervelletto, rischio di tumore dell’endometrio (5-10%),
tiroide (3-10%), rene, colon (9%), melanoma]

STK 118!

19p13.3

1998

Sindrome di Peutz-Jeghers: rischio di tumore della
mammella del 32-54%

[polipi di Peutz-Jeghers lungo I’intero tratto digerente
(digiuno, ileo, duodeno, colon, retto e stomaco) e polipi
adenomatosi, caratteristiche lesioni pigmentate delle labbra
e della mucosa orale, rischio significativo di tumori del
tratto gastro-enterico (38-66%), del pancreas (11-36%), del
polmone (7-17%), ginecologici e del testicolo]

NF1

17q11.2

1990

Neurofibromatosi tipo 1: rischio di tumore della
mammella del 20-35% < 70 anni

[macchie caffé-latte (> 95%), freckling ascellare-inguinale
(90%), neurofibromi cutanei (> 90%), displasia dello
sfenoide e/o della tibia, scoliosi (6-40%), ipertensione,
vasculite, neurofibroma plessiforme, glioma della via ottica
(5-15%), schwannoma maligno (10%), feocromocitoma
(5%), GIST (5%), leucemie e mielodisplasie, astrocitoma,
melanoma, neoplasia della mammella (20-35%)]

Tabella I. Geni di suscettibilita allo sviluppo delle neoplasie della mammella (e dell ovaio).
Oltre ai due geni principali, BRCA1 e BRCA2, sono noti numerosi altri geni di (segue —)
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Geni cosiddetti a penetranza intermedia o rischio moderato di tumore della mammella

ATM

119223

1995

OR=24
(negli omozigoti: Atassia Telangectasia)

CHEK2

22q12.1

1999

OR = 2.0-5.7 per le mutazioni c.1100delC, delezione
esoni 9-10,IVS2+1G>A

a seconda della storia oncologica famigliare e della
popolazione (aumento del rischio anche per tumori
del colon e della prostata)

PALB2

16p12.2

2007

OR=23-4¢finoab

(aumento del rischio anche per tumori del pancreas,
prostata, ovaio ¢ melanoma)

(negli omozigoti: Anemia di Fanconi - FANC-N con
alto rischio oncologico)

BRIP]

17q23.2

2006

OR =2-3
(negli omozigoti: Anemia di Fanconi - FANC-J)

RADS5IC

17922

2010

tumore ereditario della mammella e dell’ovaio con
penetranza piu tardiva rispetto alle mutazioni di
BRCAI e BRCA2 (negli omozigoti: fenotipo Anemia
di Fanconi-like - FANC-0)

SLX4

16p13.3

2011

un solo caso descritto di tumore famigliare della
mammella con mutazione (negli omozigoti: sindrome
di Fanconi - FANC-P)

NB NNBS 1

8q21.3

1998

OR = 2.8 per la mutazione c.657del5
(negli omozigoti: sindrome di Nijmegen)

RADS50

5q31.1

2009

OR = 4.3 per la mutazione p.687delT
(negli omozigoti: fenotipo Nijmegen-/ike)

MREI1A

1121

1998

poche mutazioni descritte in casi di tumore della
mammella e di tumore ovarico (negli omozigoti:
fenotipo Atassia-Telangiectasia-like)

BARDI1

2q25

1998

poche mutazioni descritte di sicuro effetto
patogenetico in casi di tumore della mammella e
dell’ovaio

RAPS0O

5935.2

2009

un solo caso descritto di tumore famigliare della
mammella con mutazione

predisposizione allo sviluppo del tumore della mammella che possiamo suddividere nelle due
categorie dei “Geni responsabili di altre forme di predisposizione allo sviluppo di tumori”
(malattie ereditarie autosomiche dominanti di cui vengono brevemente riassunte le principali
caratteristiche cliniche) e dei “Geni cosiddetti a penetranza intermedia o a rischio moderato” (le
cui mutazioni in eterozigosi conferiscono un aumento di rischio apparentemente meno significativo
rispetto ai geni BRCA: alcuni di questi geni, se mutati in omozigosi, sono responsabili di malattie
recessive facenti parte delle cosiddette Sindromi da instabilita cromosomica).
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Figura 1. Geni di suscettibilita allo sviluppo del tumore della mammella.

Distribuzione nel genoma umano, rappresentato dagli ideogrammi dei 23 cromosomi, dei
principali geni di predisposizione allo sviluppo del tumore della mammella. Nella meta
superiore sono riportati i geni cosiddetti ad “alto rischio” (BRCA1, BRCA2, TP53 e CDH1);
nella meta inferiore i geni cosiddetti a “rischio moderato” comprendenti i geni della risposta
al danno del DNA (ATM e CHEK2), del pathway dell’Anemia di Fanconi (BRIP1, PALB2,
SLX4), del complesso MRN (MRE11A, RADS50, NBN), codificanti proteine di legame con
BRCAI (BARDI1, RAPS80) e i geni paraloghi di RAD51 (RAD51C, RADS1D).

componente genetica del rischio di sviluppare questa neoplasia appare quanto
mai complessa e lascia presagire un futuro nel quale il percorso diagnostico
consistera nella determinazione di “profili genetici di rischio” piuttosto che
nella semplice analisi di due o piu geni maggiori di suscettibilita.

I geni BRCAI e BRCA? e il tumore ereditario della mammella e dell’ovaio.

I geni BRCAI e BRCA2 codificano due proteine di 1863 ¢ 3418 amino
acidi, a struttura complessa, coinvolte nel riparo delle rotture del DNA a
doppio filamento attraverso il meccanismo, considerato libero da errori, della
ricombinazione omologa.

La proteina BRCA2 partecipa direttamente al processo della
ricombinazione omologa. BRCA2 promuove infatti la corretta localizzazione
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delle molecole di ricombinasi RADS51 lungo il DNA a singolo filamento
attraverso la sua regione centrale composta da 8 ripetizioni BRC mentre il
dominio C-terminale DBD (DNA/DSS1 Binding Domain), lega le strutture
ibride di DNA a doppio e singolo filamento che si formano durante il
processo della ricombinazione. Il corretto posizionamento dei monomeri di
RADS1 consente alla ricombinasi di catalizzare 1’appaiamento e lo scambio
tra i filamenti omologhi di DNA durante il processo di riparo.

La proteina BRCA1l sembra svolgere un ruolo piu complesso
partecipando non solo alla ricombinazione omologa ma anche al controllo
del ciclo cellulare, ai fenomeni di ubiquitinazione, alla regolazione della
trascrizione e al rimodellamento della cromatina. Per quanto riguarda
il riparo delle rotture a doppio filamento, la proteina BRCA1 sembra
coinvolta nell’assemblaggio di complessi multi-proteici reclutati ai siti del
danno attraverso la sua capacita di legare abraxas-RAP80 (riconoscimento
degli istoni ubiquitinilati vicini al danno), il complesso MRN (MRE11-
RADS0-NBN con attivita elicasica), CtIP (con attivita di resezione delle
rotture), PALB2-BRCA2 (assemblaggio dei monomeri di RADS51). La
capacita di BRCAT1 di legarsi ad altre proteine sembra suggerire un ruolo di
integrazione dei processi di riparo con altre risposte cellulari quali I’arresto
del ciclo cellulare in fase G1/S (legame con BARDI e attivazione di p53
e p21), in fase S (legame con BRIP1-TOPBP1) e in fase G2/M (legame
con abraxas-RAPS80), il rimodellamento della cromatina (legame con il
complesso SW1-SNF) e il controllo della trascrizione (legame con la RNA
polimerasi II attraverso i due domini C-terminali BRCT che potrebbe
promuovere la trascrizione di p21, p27, GADDA45 e reprimere la trascrizione
della ciclina B1 e di MYC).

Una mutazione del gene BRCAI o del gene BRCA2 ¢ presente in circa 1
individuo su 400 e conferisce un alto rischio di sviluppare neoplasie della
mammella e dell’ovaio (5-10 volte superiore) nonché rischi inferiori per
lo sviluppo di altre neoplasie (prostata, pancreas, tumori del tratto gastro-
enterico). Lentita del rischio oncologico associato alle mutazioni dei geni
BRCA ¢ ancora controversa. Lo studio dei nuclei famigliari con numerosi
membri affetti, utilizzati per le analisi di /inkage che hanno permesso la
scoperta dei geni BRCA, suggerivano un rischio di tumore della mammella
a 70 anni superiore all’80% e un rischio di tumore ovarico superiore al 40%
per BRCAI e intorno al 30% per BRCA2®?. Le stime derivate dai nuclei
famigliari identificati attraverso 1’analisi dei geni BRCA in casi consecutivi di
tumore suggeriscono rischi inferiori sia per il tumore della mammella (a 70
anni: 65-69% per BRCA1 e del 45-74% per BRCA?2) sia per il tumore ovarico
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(a 70 anni: 39-46% per BRCA1 e del 10-12% per BRCA2)1%!D, Stime di
rischio ancora diverse derivano dallo studio dei nuclei famigliari identificati
attraverso i servizi di consulenza genetica con fluttuazioni significative tra
popolazioni diverse (rischio di tumore della mammella: 52-68% per BRCAI,
47-75% per BRCAZ2; rischio di tumore ovarico: 22-60% per BRCA1, 18-30%
per BRCA2)!213 Tra i fattori che influenzano la penetranza delle mutazioni
dei geni BRCAI ¢ BRCAZ2 bisogna considerare la coorte di nascita (con rischi
decisamente superiori per le coorti piu recenti), il fenotipo famigliare (con
rischi superiori nelle famiglie con maggior numero di casi e diagnosi piu
giovanili), fattori ambientali e abitudini di vita, nonché la contemporanea
presenza di varianti polimorfiche favorevoli o sfavorevoli’¥. La variabilita
del rischio oncologico tra nuclei famigliari diversi pur con mutazione dello
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Figura 2. Nuclei famigliari con mutazione del gene BRCAL.

Due nuclei famigliari con mutazione del gene BRCA1. Nella prima famiglia, la manifestazione
prevalente di malattia é rappresentata dal tumore della mammella femminile (BrCa, icone con
spicchio nero in alto a destra) mentre nella seconda dal tumore ovarico (OvCa, icone con
spicchio blu in alto a sinistra). Gli individui affetti da altre neoplasie sono indicati dalle icone
con spicchio nero in basso a sinistra.
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stesso gene ¢ ben evidente negli alberi genealogici riportati in Figura 2 e 3
dove sono rappresentate famiglie con prevalente ricorrenza della neoplasia
mammaria o della neoplasia ovarica con mutazioni sia del gene BRCAI sia
del gene BRCA2.

I tumori della mammella e dell’ovaio associati alle mutazioni dei geni
BRCAI ¢ BRCA2 presentano caratteristiche morfologiche distintive’> che
possono riflettersi in differenze nella prognosi® e nella risposta alla terapia
medica"”. T tumori mammari associati alle mutazioni BRCA1 sono piu
spesso di alto grado, talora con caratteristiche basal-like o descritti come
midollari o midollari atipici e piu spesso “triplo-negativi” (68%) rispetto ai
tumori sporadici: il 78% non esprime i recettori per gli estrogeni (ER), il
79% non esprime i recettori per il progesterone (PgR) e il 90% non presenta
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Figura 3. Nuclei famigliari con mutazione del gene BRCA2.

Due nuclei famigliari con mutazione del gene BRCA2. Nella prima famiglia, la manifestazione
prevalente di malattia e rappresentata dal tumore della mammella femminile (BrCa, icone con
spicchio nero in alto a destra) mentre nella seconda dal tumore ovarico (OvCa, icone con
spicchio blu in alto a sinistra). Gli individui affetti da altre neoplasie sono indicati dalle icone
con spicchio nero in basso a sinistra (verde in caso di neoplasia del colon).



112

amplificazione dell’oncogene HER2. I tumori associati alle mutazioni BRCA2
sono “triplo-negativi” solo nel 16% dei casi mentre presentano positivita per
ER nel 77%, positivita per PgR nel 65% ma negativita per ’HER2 nell’87%
dei casi. In caso di mutazioni BRCAI, all’avanzare dell’eta alla diagnosi
aumenta la percentuale di tumori che esprimono i recettori ormonali mentre
in caso di mutazioni BRCA2 questi ultimi diminuiscono. Il rischio di tumore
mammario contro-laterale si aggira intorno al 20-35% con un intervallo
medio di 5 anni tra le due neoplasie. I tumori ovarici sono tipicamente sieroso-
papilliferi (65%) e di alto grado (70%) senza differenze significative tra
tumori associati a mutazioni di BRCA1 o di BRCA2. 11 12% dei tumori ovarici
sono endometriodi mentre solo il 2% a cellule chiare e 1’1% di tipo mucinoso:
¢ significativo il rischio di tumori ad insorgenza dalle fimbrie delle tube e di
tumori peritoneali. Nel sesso maschile, il rischio di tumore della mammella
¢ basso in presenza di mutazioni BRCAI ed ¢ comunque inferiore al 10%
nei casi con mutazioni BRCA2: questi ultimi presentano anche un rischio
superiore di tumore della prostata (39%) che, in presenza di mutazione di
questo gene, sembra avere anche un comportamento piu aggressivo®.

Gestione clinica del rischio oncologico in presenza di mutazioni dei geni
BRCAI e BRCA2

Nonostante le incertezze sulla stima della penetranza delle mutazioni dei
geni BRCAI e BRCA2, 1a dimensione del rischio ¢ tale da giustificare il ricorso
a specifici programmi di sorveglianza clinica e di prevenzione chirurgica'”.

La sorveglianza clinica viene di solito suggerita a partire dai 25-30
anni con visita senologica semestrale e risonanza magnetica mammaria
annuale associata alla mammografia dopo i 35 anni. Non vi sono evidenze
circa l’efficacia della sorveglianza degli annessi uterini che viene
eseguita, in attesa della chirurgia preventiva, dai 30-35 anni con ecografia
trans-vaginale e dosaggio del CA125 ogni 6 mesi circa. La chirurgia
preventiva mammaria (meglio definita “chirurgia di riduzione del rischio”)
ha dimostrato una notevole efficacia nel prevenire lo sviluppo della
neoplasia mammaria e le nuove tecniche chirurgiche skin-sparing e nipple-
sparing sembrano facilitare la fase ricostruttiva assicurando buoni risultati
estetici. Dei cinque studi recenti®*?1:222324 che riportano dati di follow-
up su un totale di 831 donne con mutazioni dei geni BRCA sottoposte
a mastectomia preventiva (Tabella II) solo uno®? segnala la diagnosi di
tumore mammario dopo chirurgia preventiva in 3 donne con mutazione
del gene BRCAI mentre due studi®?® segnalano il riscontro di tumori
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Autore
(anno)

NO
casi

NP casi con tumore mammario

BRCAI
MB +

BRCA2
MB +

BRCAI
MB -

BRCA2
MB -

Follow-
Up
(anni)

OR/HR

Note

Heemskerk
-Gerritsen
BAM
(2013)

570

0/156
(0%)

0/56
(0%)

49/249
(20%)

8/109
(7%)

6.3

nd

Studio prospettico
monocentrico
(Rotterdam Family
Cancer Clinic)
Riscontro istologico
di IDC 0 DCIS in 6
casi (2.8%)

(4 BRCAI

¢ 2 BRCA2)
all’esame istologico;
sopravvivenza a

10 anni: 99% nel
gruppo MB+, 96%
nel gruppo MB-
(beneficio del 3%)

Skytte AB
(011)

307

3/67
(4%)

0/29
(0%)

12/134
(9%)

4/77
(5%)

ns

0.39
(0.11-1.3)

Studio retrospettivo
e prospettico
multicentrico in
Danimarca
(1996-2008).
Nessun tumore
occulto all’esame
istologico

Arvel B
(2011)

129

0/98
(0%)

0/31
(0%)

6.6

nd

Studio retrospettivo
multicentrico in
Finlandia

Domchek
SM
(2010)

1619

0/159
(0%)

0/88
(0%)

63/873
(7.2%)

35/499
(%)

nd

Studio prospettico
multicentrico

22 centri in Europa
¢ Nord America
Consorzio PROSE
(1974-2008)

Kaas R
(2010)

147

0/100
(0%)

0/47
(0%)

6.1
(BRCAI)

3.7
(BRCA2)

nd

Studio retrospettivo
monocentrico
NKI-AVL - Olanda
(1995-2008)
Riscontro istologico
di 1 IDC (BRCA2)

¢ 6 DCIS (4 BRCAI

¢ 2 BRCA2) all’esame
istologico (5%)

Tabella II. Studi recenti sull efficacia della mastectomia bilaterale (MB) profilattica in donne
con mutazioni dei geni BRCA1 e BRCA2.
Dati derivati da cinque studi recenti®®?"?>3:2% syll’efficacia della mastectomia profilattica
bilaterale nella prevenzione del tumore della mammella in donne con mutazione dei geni
BRCA1 e BRCA2. MB+ casi sottoposti a mastectomia, MB- casi non sottoposti a mastectomia,
IDC = carcinoma duttale infiltrante, DCIS = carcinoma duttale in situ.
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N° casi con tumore
Autore | N° peritoneale/ovarico Follow-| o/ | 9504

q u Note
(anno) | casi | BRCAI| BRCA2| BRCAI | BRCA2 (anll)ﬁ) HR | CI
OSB+ | OSB+ | OSB- | OSB-

Studio prospettico
0.28 multicentrico
senza 22 centri in Europa
D°'S“I\°4hek s17 | 10/681 | 0258 |76/1006| 220672 | | BrCa | 0120 | Norg America
2010) (15%) | %) | (75%) | (3.3%) 014 | oososo | Comorse PROSE
precedentc Mortalita HR=0.40
(OvCa HR=0.21)

Studio prospettico

Kauff multicentrico

3/325 | 0/184 | 10/173 | 2/110 0.15 12 centri in Europa
0.04-0.56 R
ND | 792 0.9%) | (0%) | (5.8%) | (1.8%) 3 BRCAI ¢ Nord America

(2008) Consorzio PROSE
(1994-2004)

Studio retrospettivo
monocentrico
su 89 donne

: sottoposte a OSB
Laki Bl o5 153 | o2 | - ~ | 33 | nd nd | di cui 4 con diagnosi
(2007) di tumore al
momento
dell’intervento
(4.5%)

Studio prospettico
multicentrico
32 centri in Europa,

Finch A 6/365 | 1111 | 29/546 | 3/233 Nord America ¢
. . 0.07-0.58 X L.
006) | 12| (1.6%) | 0.9%) | 5.3%) | (1.3%) | 3 | OB 120 | isracte. Diagnosi di

tumore al momento
dell’intervento in
11/490 (2.2%)

Tabella I11. Studi recenti sull efficacia dell’ovaro-salpingectomia bilaterale (OSB) profilattica
in donne con mutazioni dei geni BRCA1 e BRCA2.

Dati derivati da quattro studi recenti®?2627 sull’efficacia della ovaro-salpingectomia
bilaterale nella prevenzione del tumore di origine annessiale in donne con mutazione dei geni
BRCA1 e BRCA2. OSB+ casi sottoposti a ovaro-salpingectomia bilaterale; OSB- casi non
sottoposti a ovaro-salpingectomia bilaterale BrCa = tumore mammella.

mammari occulti nel 2,8-5% dei casi. La chirurgia di riduzione del rischio
ovarico (ovaro-salpingectomia bilaterale) ha dimostrato una efficacia del
70-96% nel prevenire lo sviluppo di neoplasie di tipo ovarico®*?>262D_ con
maggiore efficacia in caso di mutazioni BRCA2 o di pregresso tumore
mammario (Tabella III). Data la prognosi peggiore del tumore ovarico
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rispetto a quello mammario, 1’ovaro-salpingectomia bilaterale ha un
impatto significativo sul rischio di mortalita (HR = 0,40) e in particolare
sulla mortalita per tumore ovarico (HR = 0,21). Lasportazione preventiva
delle ovaie, se eseguita in eta pre-menopausale e prima dello sviluppo
del tumore mammario, esercita anche un effetto di riduzione del rischio
del 40-60% sul tumore della mammella®?2829 con maggiore efficacia
in caso di mutazioni BRCA2 (HR = 0,28-0,36), se eseguita prima dei
50 anni (HR = 0,51 vs 0,63) e nei confronti di tumori con recettori degli
estrogeni espressi (OR = 0,22). Lovaro-salpingectomia bilaterale ha
un impatto favorevole anche sulla mortalita per tumore della mammella
(HR = 0,44) e la sua efficacia nel ridurre il rischio di questo tumore permane
anche somministrando una terapia ormonale sostitutiva a breve termine.

Quando proporre I’analisi dei geni BRCAI e BRCA2

Nella popolazione italiana i geni BRCAI e BRCAZ2 presentano uno spettro
mutazionale molto ampio: il test genetico si basa quindi sulla ricerca di
mutazioni puntiformi nell’intera regione codificante dei due geni in sequenza
o mediante tecniche conformazionali di buona sensibilita quali 1’analisi
in DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography) o
HRM (High Resolution Melting) integrata con la ricerca di delezioni/
duplicazioni mediante metodica MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification). In linea generale, il test genetico viene offerto in presenza di
una probabilita di mutazione superiore al 10% calcolata mediante modelli
informatici (es. BRCApro, BOADICEA, Cuzick-Tyrer ecc.) o sulla base delle
seguenti indicazioni:

— casi sporadici di tumore della mammella < 35 anni (mutazioni nel 10% dei
casi circa)

— casisporadici di tumore dellamammella maschile (< 50-60 anni) (mutazioni
nel 10% dei casi circa)

— casi sporadici di tumore della mammella e dell’ovaio (mutazioni nel 30%
dei casi circa)

— almeno due parenti di primo grado affetti da: tumore della mammella
femminile < 50 anni, tumore della mammella femminile bilaterale,
tumore della mammella triplo-negativo, tumore dell’ovaio, tumore della
mammella maschile

— almeno tre parenti (tra loro di primo grado) affetti da neoplasia della
mammella femminile a qualsiasi eta
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Ne° o . | N°casi | N°casi o ]
Fenotipo | di affetti | Totale To.t ale % casi con con T?tale Yo casi
. . . . casi con con . . |casisenza| senza
A n cast mutazionemutazione P P TP mutazione[mutazione
famiglia BRCAI | BRCA2
1
(BrCa F 79 7 9 5 2 72 91
<36 anni)
Solo )
neoplasie 11 1 9 1 0 10 91
della (BrCa M.)
mammella 2 157 19 12 11 8 138 88
i‘/’;“mmﬂe 3 177 2 12 5 17 155 88
maschile 4 113 12 11 3 9 101 89
5 46 15 33 5 10 31 67
da6all 28 6 21 0 6 22 79
totale 611 82 13% 30 52 529 87%
1 17 7 41 5 2 10 59
Neoplasie 2 51 16 31 13 3 35 69
della 3 38 21 55 16 5 17 45
mammella
(F-M) e 4 35 25 71 21 4 10 29
dell’ovaio 5 13 9 69 8 1 4 31
da6al2 18 15 83 9 6 3 17
totale 172 93 54 % 72 21 79 46%
Solo 1 3 2 67 2 0 1 33
neoplasie
dellovaio | da2a4 | 9 5 56 4 1 4 44
totale 12 7 58% 6 1 5 42
Totale 795 182 | 23% | 108 74 613 | 7%
casistica

Tabella 1V, Risultato dell’analisi dei geni BRCA1 e BRCA2 eseguita in 795 casi indice affetti
da tumore e suddivisi in base al fenotipo clinico.

Dati inerenti I’analisi dei geni BRCA1 e BRCA2 eseguita dal laboratorio della SC Genetica
Medica DU del presidio Molinette di Torino in 795 casi indice affetti da tumore e suddivisi in
base al fenotipo clinico ovvero in casi/nuclei famigliari con sole neoplasie della mammella
(BrCa) femminile (F) e/o maschile (M), con neoplasie della mammella e dell ovaio o con sole
neoplasie ovariche.
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Poiché in caso di test positivo per mutazione la sorveglianza clinica ¢ di
solito raccomandata a partire dai 25-30 anni, il test genetico per la ricerca di
una mutazione nota in famiglia di solito viene eseguito dopo i 20-25 anni.

In tabella IV ¢ riportata I’esperienza del nostro laboratorio nell’analisi dei
geni BRCA in 795 casi indice malati di tumore selezionati in base ai criteri di
cui sopra. Nei nuclei famigliari con soli tumori mammari, le mutazioni dei
geni BRCAI e BRCA2 vengono identificate complessivamente nel 13% dei
casi. La probabilita di mutazione aumenta in presenza di casi diagnosticati in
eta giovanile (23%) e/o pre-menopausale (28%), di tumori bilaterali (16%) e
di tumori della mammella maschile (33%). Nei nuclei famigliari con tumori
della mammella e dell’ovaio le mutazioni dei geni BRCA sono presenti nel
54% dei casi con maggiore probabilita all’aumentare dei numero dei parenti
affetti (dal 31% all’83%), in presenza di tumori mammari giovanili (79%) e/o
pre-menopausali (96%), di tumori bilaterali (68%) e di tumori della mammella
maschile (67%). Nei nuclei famigliari con soli tumori ovarici le mutazioni dei
geni BRCA sono ancora piu frequenti (58% dei casi).

Altri geni di suscettibilita allo sviluppo del tumore della mammella

Un aumento significativo del rischio di sviluppare il tumore della mammella
(Tabella I e Figura 1) ¢ presente anche nella sindrome di Li-Fraumeni (50-
60% prima dei 45 anni), nel tumore ereditario gastrico diffuso (50-60% per
il carcinoma lobulare infiltrante) e in altre sindromi con rischio oncologico
quali le poliposi amartomatose di Peutz-Jeghers (32-54%) e di Cowden (25-
50%) e la neurofibromatosi tipo 1 (20-35%).

Diversi geni codificanti proteine coinvolte nell’attivazione della risposta
al danno del DNA o partecipanti direttamente ai meccanismi di riparo,
rappresentano geni di suscettibilita allo sviluppo del tumore della mammella
con mutazioni piu rare rispetto ai geni BRCA e penetranza inferiore: si
stima che collettivamente possano essere responsabili di circa il 5% dei casi
famigliari di questa neoplasia”.

Il gene ATM, responsabile della malattia pediatrica autosomica recessiva
Atassia Telangiectasia, rappresenta il maggiore attivatore della risposta
cellulare alle rotture del DNA a doppio filamento attraverso la fosforilazione
di proteine chiave come BRCA1, CHEK2 e NBN. Il gene ATM ¢ stato oggetto
di numerosi studi volti a definire il suo ruolo quale gene di suscettibilita allo
sviluppo del tumore della mammella: i dati piu recenti®**) sembrano suggerire
una frequenza delle mutazioni in eterozigosi dell’1-3% nei casi famigliari di
questa neoplasia con un rischio relativo stimato di 2,4.
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Il gene CHEK? codifica una serina/treonina chinasi attivata dalle proteine
ATM e ATR in risposta alle rotture del DNA con la funzione di propagare
all’interno della cellula il segnale di attivazione dei meccanismi di riparo
e di arresto del ciclo cellulare. 11 gene CHEK?2 presenta diverse mutazioni
troncanti ricorrenti (c.1100delC, delezione esoni 9-10, IVS2+1G>A) la cui
frequenza varia a seconda delle popolazioni ed ¢ massima (0,5-0,8% della
popolazione) nel nord-est dell’Europa. Il rischio di tumore della mammella
associato alle mutazioni troncanti di CHEK?2 varia a seconda della storia
oncologica famigliare suggerendo la loro interazione con altri fattori di rischio
di tipo ambientale e/o genetico. Il rischio relativo stimato ¢ di 2-3,3 nei casi
isolati di tumore della mammella e di 4,8-5,7 nei casi famigliari®*3?.

In seguito alla identificazione di mutazioni in omozigosi del gene BRCA2
nei casi di Anemia di Fanconi appartenenti al gruppo di complementazione
D264, altri geni responsabili di questa malattia sono stati estesamente
analizzati in casi sporadici e famigliari di tumore della mammella. [’ Anemia
di Fanconi ¢ una rara malattia pediatrica recessiva caratterizzata da anomalie
di sviluppo (bassa statura, anomalie del pollice, ipoplasia/agenesia del radio,
rene a ferro di cavallo, anomalie della colonna vertebrale), progressiva
insufficienza del midollo ematopoietico (trombocitopenia e leucopenia
dai 7-8 anni, anemia) e rischio oncologico (leucemia micloide acuta,
medulloblastoma, tumore di Wilms, neuroblastoma, tumori squamocellulari
del capo-collo, esofago, vulva, cervice uterina). A tutt’oggi sono noti 15 geni
diversi responsabili della malattia che codificano proteine coinvolte nel riparo
dei danni al DNA causati da sostanze cross-linking quali la mitomicina C
e il cisplatino. Oltre a BRCA2, altri quattro geni responsabili della malattia
presentano rare mutazioni germinali associate ad un aumento del rischio di
neoplasia mammaria:

— BRIPI (BRCAI interacting protein) presenta mutazioni estremamente
rare in casi sporadici e famigliari di neoplasia della mammella con rischio
relativo stimato di 2 (OR: 3.5 < 50 anni)®.

— PALB2 (Partner and Localizer of BRCA2) responsabile dello 0.6-2.3%
dei casi di tumore famigliare della mammella con OR: 2.3-4 e fino a 6,
con un 38-40% dei tumori mammari triplo-negativi; mutazioni di PALB2
sono responsabili di un aumento del rischio anche per tumori del pancreas,
prostata, ovaio e melanoma®®.

— RADS5IC (gene paralogo di RADS5I coinvolto nell’attivazione della
risposta al danno del DNA) presenta mutazioni germinali in eterozigosi
nell’1-3% dei casi famigliari di neoplasie della mammella e dell’ovaio con
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manifestazioni cliniche simili alle mutazioni dei geni BRCAIl ¢ BRCA2
ma penetranza piu tardiva®”; anche il gene paralogo RADS5ID, non
associato ad Anemia di Fanconi, presenta rare mutazioni germinali in nuclei
famigliari con ricorrenza del tumore ovarico per il quale conferirebbe un
rischio relativo 6.3 mentre 1’aumento del rischio di sviluppare tumori
mammari sembra inferiore (OR = 1.32)G%),

— SLX4 di cui & nota una sola famiglia con mutazione®”,

Analogamente a BRIPI, anche i geni BARDI (BRCAI associated RING
domain 1) e RAP80 codificano proteine che legano BRCA1 e cooperano
alla sua funzione: per RAP80 ¢ noto un solo caso di mutazione germinale
associata a predisposizione allo sviluppo del tumore mammario“” mentre
per BARDI sono descritte mutazioni di sicuro significato patogenetico in un
numero esiguo di nuclei famigliari con ricorrenza del tumore mammario e in
casi di tumore ovarico mentre sono riportati dati molto controversi sul ruolo
di alcune varianti missenso.

Infine mutazioni dei geni codificanti il complesso proteico MRN (MRE 14,
RAD50 e NBN) sono state identificate in casi sporadici e famigliari di tumore
mammario. In particolare, mutazioni del gene NBN e RAD50, responsabili in
omozigosi delle malattie recessive sindrome di Nijmegen e Nijmegen-like,
sembrano conferire un rischio relativo di neoplasia mammaria rispettivamente
di 2.8 e 4.3 mentre non ¢ stato stimato il rischio relativo associato alle rare
mutazioni del gene MREI1A. Mutazioni germinali nei tre geni sono state
identificate anche in casi di tumore ovarico, tubarico e peritoneale“V.
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Riassunto

La terapia cellulare ¢ una branca della Medicina Rigenerativa il cui
paradigma consiste nel sostituire o rigenerare le cellule, i tessuti e gli
organi per ristabilirne la fisiologica funzione. Il processo che in ambito
scientifico porta dalla ricerca di base alla sperimentazione clinica sull’'uomo
viene definito come “processo traslazionale”. In ambiente cardiovascolare,
cellule staminali e progenitori cellulari sono state applicate nei quadri
nosologici dell’infarto miocardico acuto e della cardiomiopatia cronica.
Le tipologie cellulari utilizzate in ricerca clinica sono le cellule di
derivazione ostemidollare, le cellule mesenchimali, 1 mioblasti. Le cellule
staminali cardiache sono al momento in fase di studio preclinico. La via di
somministrazione delle cellule piu efficace nei pazienti con esiti di infarto
miocardico acuto ¢ quella intracoronarica. Gli studi clinici finora condotti
sono concordanti nel dimostrare un effetto favorevole della terapia cellulare
sulla funzione ventricolare sinistra. Il meccanismo di azione piu accreditato
¢ quello di un effetto paracrino. Studi clinici di fase 1 e 2 sono ancora
necessari per chiarire i punti chiave in grado di rendere tale branca della
medicina veramente efficace ed applicabile su ampia scala. Il Dipartimento
Cardiovascolare e Toracico della Citta della Salute e della Scienza di Torino
¢ attivo in tale ambito di ricerca clinica da circa 10 anni con applicazioni
dirette ed indirette di medicina rigenerativa.
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Abstract

The cell therapy is aimed to mending cells, tissues and organs reestablishing their
normal physiology. The translational process is the way that step by step leads from
the laboratory bench to the clinical application. In cardiovascular medicine, this
process has been applied in studies involving patients with myocardial infarction
and chronic cardiomyopathy. Bone marrow derived stem cell, mesenchimal stem
cells and myoblasts have been applied in different clinical studies with encouraging
results in terms of left ventricular function preservation. The cells delivery ways are
the intracoronary in the myocardial infarction setting and the intramyocardial either
epi- or endocardial in the chronic setting. The paracrine effect is the most reliable
mechanism of action of cells leading to restoration of myocardial function. Before
an effective and widespread application of cell therapy more phase I and II studies
are necessary to investigate many key issues. From ten years the Cardiovascular
and Thoracic Diseases Department of Citta della Scienza e della Salute di Torino
is involved in this field of clinical research with direct and indirect applications of
regenerative medicine.
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Introduzione

La terapia cellulare o “Cell therapy” ¢ il processo con il quale si introducono
nuove cellule in un tessuto con il fine di migliorarne la funzionalita. Si tratta di
una branca della Medicina Rigenerativa il cui paradigma consiste nel sostituire
o rigenerare le cellule, i tessuti e gli organi per ristabilirne la fisiologica
funzione. Sebbene si tratti di una tecnologia ancora poco conosciuta la sua
origine non ¢ recente. Le trasfusioni di sangue, i trapianti di midollo osseo
sono ormai terapie universalmente accettate e non sono altro che applicazioni
della terapia cellulare.

Le cellule staminali sono cellule primitive non specializzate, dotate della
capacita di trasformarsi in diversi altri tipi di cellule del corpo umano. Possono
essere classificate in base al loro potenziale differenziativo: cellule totipotenti,
che possono differenziare in tutti i tessuti compresi quelli extraembrionali;
cellule pluripotenti, in grado di dare origine a tutti i tessuti contenuti nell’'uomo
adulto; multipotenti, che possono differenziare in un numero limitato di tipi
cellulari. I progenitori sono tipicamente i discendenti delle cellule staminali;
questi hanno solitamente una ridotta capacita di riprodursi e di differenziare
in tipologie cellulari differenti.

In ambiente cardiovascolare, cellule staminali e progenitori cellulari sono
state applicate nei quadri nosologici dell’infarto miocardico acuto e della
cardiomiopatia cronica.

Il processo che in ambito scientifico porta dalla ricerca di base alla
sperimentazione clinica sull’'uomo viene definito come ‘“processo
traslazionale”.

Spesso descritta come il tentativo di portare la conoscenza scientifica
“from bench to bedside”, dal laboratorio al letto del paziente, la medicina
traslazionale si basa sui progressi della ricerca di base e li utilizza per
sviluppare nuove terapie o procedure mediche. La terapia cellulare in
Cardiologia ¢ un esempio paradigmatico del processo traslazionale.

Bisogno Clinico

La moderna terapia dell’infarto miocardico acuto ¢ basata sulla
riperfusione meccanica della coronaria responsabile dell’infarto con la
metodica dell’angioplastica primaria. Questa procedura ha avuto un impatto
drammatico sul miglioramento della prognosi immediata e a distanza dei
pazienti, ma pur utilizzando le metodiche piu attuali (tromboaspirazione, stent
medicati di II generazione) ed i farmaci adiuvanti piu efficaci (inibitori delle
glicoproteine IIb/I1Ia, bivalirudina, clopidogrel, ticagrelor, prasugrel) resta un
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tetto di efficacia condizionato dal ritardo di presentazione dei pazienti e dal
danno microcircolatorio non prevenibile con le metodiche suddette®.

Tale problematica insieme con I’innalzamento delle attese di vita e 1’elevata
incidenza di patologie croniche quali ipertensione e diabete, porta all’elevata
prevalenza di scompenso cardiaco soprattutto nelle fasce di eta superiori ai 60
anni con il conseguente impatto in termini economici e sociali®®.

Razionale Fisiopatologico

Perché studiare la terapia cellulare per il cuore? Fino agli anni *90 il
cuore ¢ stato definito come un organo post-mitotico, incapace di rigenerare
il parenchima. Questo dogma ha condizionato la ricerca di base e clinica in
cardiologia. ’idea consolidata era che le uniche risposte del cardiomiocita allo
stress fossero I’ipertrofia o la morte. Dai primi anni 2000 ¢ stato dimostrato
che il cuore ¢ un organo in grado di autorinnovarsi, sostanzialmente grazie
a due osservazioni clinico-sperimentali: il chimerismo e la dimostrazione
dell’esistenza di cellule staminali cardiache.

La dimostrazione di cellule cardiache originate dal midollo osseo
(chimerismo) ¢ stata ottenuta studiando campioni autoptici o bioptici di
muscolo cardiaco in soggetti di sesso maschile trapiantati con cuori di sesso
femminile ed in soggetti di sesso femminile trapiantati con midollo osseo
di sesso maschile: il cromosoma Y all’interno delle cellule ¢ stato utilizzato
come marker della loro origine midollare.

Le staminali cardiache sono cellule indifferenziate e si caratterizzano per
I’espressione contemporanea degli antigeni di superficie c-kit, MDR1 e Sca-1.
Tali cellule sono state identificate a livello degli atri e dell’apice del cuore®.

Un altro fenomeno di grande interesse speculativo e come base
all’applicazione clinica delle cellule staminali di derivazione osteomidollare
¢ rappresentato dalla mobilizzazione di progenitori cellulari dal midollo
osseo in risposta al danno cardiaco e vascolare ed il rapporto inversamente
proporzionale tra la concentrazione plasmatica di tali cellule ed il recupero
funzionale miocardico dopo infarto miocardico acuto®.

Mentre in alcune specie animali quali i pesci “zebrafish” la capacita
rigenerativa cellulare ¢ in grado di rigenerare organi quali pelle, cuore e
cervello, nell’'uomo i meccanismi suddetti non sono in grado di rigenerare
autonomamente il cuore a causa del cosiddetto “gap rigenerativo”: un paziente
con scompenso cardiaco subisce il danneggiamento di almeno il 25% del
miocardio ventricolare sinistro, pari ad un deficit di miociti nell’ordine del
miliardo®. E pero possibile ipotizzare I’amplificazione a scopo terapeutico
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dei meccanismi riparativi fisiologici suddetti. ’approfondita conoscenza dei
meccanismi di riparazione tessutale ¢ pertanto fondamentale per arrivare
all’applicazione della terapia cellulare a scopo terapeutico.

Tecniche e prodotti cellulari

Ad oggi in terapia sono stati utilizzati diversi tipi di cellule staminali:

Cellule ematopoietiche ottenute dal midollo osseo

Sono state utilizzate sia cellule non selezionate estratte dal midollo osseo
sia cellule purificate sulla base dell’espressione di proteine di membrana
(CD34%, CD133").

Cellule staminali o progenitori cellullari circolanti nel sangue periferico
Di derivazione midollare, vengono raccolte inducendone la mobilizzazione
con G-CSF, filtrando il sangue periferico e selezione in base all’espressione
di proteine di membrana.

Cellule Mesenchimali

Le cellule staminali mesenchimali (MSC) costituiscono una popolazione
di cellule staminali adulte multipotenti, di origine mesodermica, con
morfologia fibroblastoide e capaci di differenziare in cellule del tessuto
adiposo, cartilagineo, osseo, del muscolo cardiaco e dello stroma midollare
che supporta I’ematopoiesi.

Mioblasti del muscolo scheletrico

I mioblasti che non formano le fibre muscolari si differenziano in cellule
satellite: queste sono cellule progenitrici che normalmente esistono in uno
stato quiescente, localizzate al di sotto della membrana basale formata
dalle fibre muscolari mature. Possiedono la capacita di diventare attive, di
auto-rinnovarsi e di differenziarsi in vivo permettendo, in questo modo, la
rigenerazione di un muscolo dopo un evento dannoso.

Cellule di derivazione embrionale

Sono state utilizzate soprattutto le cellule di derivazione cordonale, che
presentano capacitd di differenziamento in tutte le cellule della linea
ematopoietica. Cuso di tali cellule ¢ estremamente limitato essenzialmente
per motivazioni di tipo etico.

Sono state utilizzate diverse vie di somministrazione. L obiettivo principale
¢ quello di recapitare un numero ottimale di cellule all’area target utilizzando
la via meno invasiva e piu efficace possibile. Ad oggi le cellule sono state
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impiantate nel miocardio attraverso infusione intra-coronarica e iniezione
intra-miocardica.

Linoculazione di cellule a livello intra-coronarico ¢ una procedura mini-
invasiva sicura e permette di selezionare 1’area da trattare sulla base del ramo
coronarico in cui le cellule vengono liberate. Lattecchimento delle cellule
nel miocardio ¢ perd subordinato all’adesione di queste all’endotelio ed
all’attraversamento di quest’ultimo. La distribuzione e ’attecchimento delle
cellule nel miocardio dipende anche dall’azione chemiotattica esercitata da
alcune citochine secrete dai tessuti ischemici. Si ¢ infatti rilevato che con
questa via di somministrazione ’attecchimento delle cellule ¢ superiore in
condizioni di ischemia acuta piuttosto che in situazioni ischemiche croniche
proprio perché in condizioni croniche la quantita di citochine secrete ¢ ridotta.

Liniezione intra-miocardica supera il problema dell’attraversamento delle
membrane vascolari e sembra essere la soluzione preferibile in condizioni
di cardiomiopatia ischemica cronica. Le cellule possono essere iniettate nel
miocardio dal lato epicardico, con approccio chirurgico, o dall’endocardio con
approccio percutaneo, utilizzando cateteri dotati di un ago. Inoltre, attraverso
mappaggio elettro-anatomico, ¢ possibile studiare la parete cellullare da
trattare e iniettare le cellule solo nel miocardio vitale, perdendo quindi un
numero minore di cellule®.

Meccanismi d’azione ipotizzati

1) Fornire progenitori cellulari in grado di attecchire nel tessuto target

e qui fornire una linea di cellule differenziate capaci di migliorarne
vascolarizzazione e la struttura.
I precursori cellulari possono indurre direttamente la formazione di nuovi
miociti, cellule stromali e vasi differenziandosi in cellule endoteliali mature.
Incorporandosi in vasi danneggiati gia esistenti possono incrementarne il
processo riparativo.

2) Sfruttare la capacita paracrine delle cellule trapiantate ovvero il rilascio di
citochine e fattori di crescita.
Tale meccanismo sarebbe in grado di aumentare la riparazione tissutale
fisiologica, diminuirne gli aspetti lesivi e limitare ’azione apoptotica.
Inoltre 1 precursori cellulari sono capaci di reclutare le cellule staminali
presenti nel tessuto cardiaco.

3) Trans-differenziazione ovvero la possibilita di differenziarsi in una linea
cellulare appartenente ad un’altra tipologia cellulare.
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In passato si sono cercate evidenze della trasformazione dei progenitori
endoteliali in cellule muscolari cardiache, attualmente non si hanno ancora
dati certi a questo riguardo®.

Studi clinici

Nella Tabella I sono elencati i principali studi clinici sperimentali che
hanno utilizzato cellule staminali o precursori cellulari nell’infarto miocardico
acuto”.

Le conclusioni dei diversi studi dimostrano che il trapianto di cellule si
traduce in uno spettro di risposte terapeutiche ma in assenza di dimostrazioni
certe di significativa transdifferenziazione, ritenzione, sopravvivenza cellulare
nel tessuto ospite.

A prescindere dal preciso meccanismo d’azione esiste un’intrigante
possibilita che la terapia cellulare possa produrre effetti benefici maggiori
indipendentemente da qualsiasi effetto diretto sulla rigenerazione miocitaria,
ma intervenendo prevalentemente con un effetto farmacologico di tipo
paracrino ed agendo come una sorta di “laboratorio biologico” in grado di
produrre nel contesto del miocardio sostanze con attivita farmacologica.

Prospettive cliniche

Al momento attuale il ruolo clinico della terapia cellulare ¢ confinato ad
un ambito di ricerca clinica e di ricerca di base. Prima di arrivare ad una
terapia cellulare veramente efficace in clinica ed ottimizzata ¢ necessario
ancora rispondere ad una serie di quesiti fondamentali mediante studi di tipo
traslazionale. I punti ancora aperti nella ricerca relativa alla terapia cellulare
in cardiologia sono molteplici:

— Cellule. Quali le sorgenti di cellule ottimali, la tipologia, la preparazione e
I’eventuale condizionamento.

— Modalita di somministrazione.

— Dosaggio e ripetizione delle somministrazioni.

— Tempistica della somministrazione in rapporto ai diversi contesti nosologici.
— Relazione dose-risposta.

— Determinanti della funzione cellulare.

— Identificazione delle migliori metodiche per la definizione degli effetti
della terapia.
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Stem Cell Therapy in Acute Myocardial Infarction

1 6 days | BMC 12 x 10° | EF +16% GBP
Strauer 2001 (1) (C) Cardiac Index + 30% | GBP
Infarct size -36% SPECT
20 7-9 days | BMC 28 x 10° | EF 9% LV angiogram
Strauer 2002 (3) (C) 1:1 vs. control Infarct size -60% LV angiogram
59 4-6 days | Circ. Prog. 16 x 10° | EF +16% LV angiogram
TOPCARE-AMI (4) (C) BMC 213x 10° [ ESV -25% LV angiogram
69 18 days | MSC from bone EF +36% LV angiogram
Chen (97) (C) 1:1 vs. control marrow ESV -53% LV angiogram
Infarct size -60%
60 4-6 days | BMC vs. rand. 2.460 x | EF +13% MRI
BOOST (5) (R) 1:1 random controls 10° [ ESV -2% MRI
Infarct size -43% MRI
67 <24h | BMC vs. i.c. 304 x 10° | EF +7% MRI
Janssens (6) (R) 1:1 rand. placebo, placebo ESV -3% MRI
double-blind Infarct size -50% MRI
124 7 days | BMC vs. rand. 6.1x 10" | EF +4.6% LV angiogram
BALANCE (32) (R) controls ESV -3.6 ml LV angiogram
Infarct size -8:2% LV angiogram
54 3 days | PBSC 5x10° | EF +13% LV angiogram
TACT-PB-AMI (83) (R)
38 4 days | BMC vs. rand. 41.8x 107 | EF +13,1% SPECT
Cardiac Study (84) (R) controls
200 3-12 days | BMC 178 x 10° | EF +3% MRI
REGENT (85) (R) CD34+CXCR4+ 1.9x 10° | EF +3% MRI
100 7-10 days | BMC vs. rand. 98 x 10° | BMC, EF +4.3% SPECT
BONAMI (87) (R) controls Controls, EF +3.3% | SPECT
100 6 days | BMC vs. rand. 87 x 10° | EF +1.9% SPECT
ASTAMI (89) (R) 1:1 rand. controls Infarct size -25% SPECT
204 4 days | BMC vs. i.c. >230x | EF +11% LV angiogram
REPAIR-AMI (46) (R) | 1:1 rand. placebo, placebo 10° [ ESV -1% LV angiogram
double-blind

Tabella I. Studi di terapia cellulare nell’infarto miocardico acuto.

Colonna 1: Autore o acronimo.

Colonna 2: numerosita del campione e schema di eventuale randomizzazione.

Colonna 3: tempistica di somministrazione.

Colonna 4: tipologia di cellule utilizzate, MSC = mesenchimal stem cells,
BMC = bone marrow cells, PBSC = peripheral blood stem cells.

Colonna 5: numero medio cellule impiantate.

Colonna 6: effetti della terapia cellulare sulla funzione ventricolare sinistra,
EF = ejection fraction, ESV = end sistolic volume.

Colonna 7: metodica di imaging utilizzata per la valutazione della funzione ventricolare
sinistra (ecocardiografia, risonanza magnetica, angiografia, medicina nucleare).
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— Vitalita e ritenzione cellulare nel tessuto ospite.

— Identificazione dei pazienti “responders”.

Tali quesiti possono essere chiariti mediante ricerca di base e studi
clinici di fase 1 e 2 per il trattamento della disfunzione ventricolare sinistra
nell’infarto miocardico acuto e lo scompenso cardiaco cronico. Tali studi
sono la premessa indispensabile ai successivi studi di fase 3 per la verifica
dell’efficacia clinica su ampia scala. La ricerca clinica in ambito di terapia
cellulare ¢ pero fortemente limitata dalle normative vigenti che assimilano
la produzione di cellule a quelle di farmaci e ne limitano la produzione e
la manipolazione solo in centri “GMP certificati” (nessun centro certificato
in Piemonte) e dai costi (un trattamento ha un costo dell’ordine di 10.000
Euro).

Attivita di ricerca clinica presso il Dipartimento Cardiovascolare e Toracico
dell’Azienda Ospedaliera Citta della Salute e della Scienza di Torino

Negli ultimi 10 anni presso la nostra struttura sono state condotti diversi
studi clinici sperimentali relativi ad applicazioni di terapia rigenerativa e
cellulare. Tali studi possono essere classificati in applicazioni dirette ed
indirette di terapia cellulare.

Applicazioni indirette di terapia cellulare

Il primo studio effettuato ¢ stato quello di mobilizzazione di precursori
endoteliali con citochine (G-CSF e GM-CSF) nell’infarto miocardico acuto,
condotto in collaborazione con I’Ematologia Universitaria. Si ¢ trattato di uno
studio di fase 1-2 che ha consentito di dimostrare fattibilita della metodica
ed una potenziale efficacia in termini di neovascolarizzazione e recupero
funzionale, ma che ha lasciato alcuni dubbi circa la possibilita che 1’azione
proinfiammatoria e neoangiogenetica delle citochine potesse favorire i
meccanismi di progressione di malattia intracoronarica®?.

Altra esperienza di applicazione indiretta di terapia cellulare ¢ stato
I’utilizzo di stent bio-ingegnerizzati rivestiti di anticorpi monoclonali in
grado di catturare i precursori endoteliali CD 34 nell’infarto miocardico
acuto. Premessa indispensabile ¢ stata lo studio delle cinetiche cellulari
delle cellule CD 34 nel contesto dell’infarto acuto: abbiamo evidenziato
una mobilizzazione spontanea significativa e persistente per il primo mese
dopo I’infarto. LCutilizzo degli stent a cattura di precursori endoteliali si ¢
associata ad un assenza di eventi trombotici intracoronarici post-procedurali
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verosimilmente secondaria all’accelerazione dei fisiologici processi riparativi
cellulari intracoronarici?.

E tuttora in corso uno studio estremamente promettente di applicazione di
terapiarigenerativa cellulare indiretta con I’applicazione di onde d’urto (“shock
waves”) al miocardio in pazienti con coronaropatia avanzata postinfartuale
non rivascolarizzabile. Il meccanismo biologico coinvolto sembra essere la
produzione di mediatori paracrini e 1’induzione della neoangiogenesi. I dati
preliminari sono molto interessanti ¢ paiono dimostrare un miglioramento
statisticamente significativo della perfusione miocardica e della funzione.

Applicazioni dirette

In collaborazione con il Centro Trapianti di midollo osseo dell’OIRM-
Regina Margherita e 1’Istituto Farmacologico Mario Negri di Milano sono
stati condotti una serie di studi in vitro ed in vivo come parte del processo
traslazionale per I’applicazione di cellule CD 34 purificate ed espanse nei
pazienti con infarto miocardico acuto rivascolarizzato con angioplastica
primaria e disfunzione ventricolare sinistra residua. I dati sperimentali sono
stati promettenti’’, ma non si € arrivati all’applicazione su paziente del
prodotto cellulare per le limitazioni legate alla certificazione GMP della “cell
factory”.

Attualmente sono in fase di valutazione presso I’AIFA e I’ISS due studi
clinici di applicazione diretta di terapia cellulare: lo studio ADVANCE
che prevede 1’applicazione per via intracoronarica di precursori cellulari
mesenchimali derivati dal tessuto adiposo nel post-infarto e lo studio
RECARDIO che prevede I’applicazione di precursori endoteliali CD 133 in
pazienti con coronaropatia avanzata non rivascolarizzabile.
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Riassunto

Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand (RANKL), citochina
afferente alla superfamiglia del Tumor Necrosis Factor (TNF); il suo specifico
recettore cellulare Receptor Activator of Nuclear Factor kB (RANK); il
recettore solubile “trappola”, alternativo a RANK, Osteoprotegerina (OPG)
costituiscono il piu importante sistema di controllo del riassorbimento osseo.
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RANKL e OPG sono prodotti da cellule stromali del midollo osseo e da
cellule della linea osteoblastica. RANK ¢ presente sulla membrana delle
cellule della linea osteoclastica, a partire da precursori che provengono da
monociti circolanti. I'interazione RANKL-RANK ha un ruolo chiave nel
promuovere 1’osteoclastogenesi e 1’attivita riassorbitiva della matrice ossea da
parte degli osteoclasti maturi. Linterazione RANKL-OPG sottrae il ligando
al suo recettore e blocca questi processi. Le produzioni di RANKL e OPG
sono controllate da un complesso sistema di segnali endocrini, paracrini e
autocrini. Gli estrogeni riducono RANKL e aumentano OPG. Nelle donne in
menopausa, la caduta estrogenica altera I’equilibrio del sistema favorendo una
maggiore disponibilita di RANKL per ’osteoclastogenesi. I glicocorticoidi
aumentano RANKL e riducono OPG. Dopo somministrazione di dosi
medio-elevate di cortisonici si ha, soprattutto in queste donne, una rapida
perdita di massa ossea. Negli anni piu recenti, ¢ emerso con chiarezza che
il sistema RANKL-RANK-OPG ¢ importante anche per il coinvolgimento
del sistema immune nelle malattie metaboliche dell’osso, in primo luogo
I’osteoporosi primaria (osteoimmunologia). Altrettanto dicasi per il circolo
vizioso osteoclasti-cellule tumorali che caratterizza le metastasi osteolitiche
(osteoncologia). Lanticorpo di composizione totalmente umana denosumab,
altamente specifico per RANKL, ¢ gia di uso consolidato nel trattamento
dell’osteoporosi di varia origine e si sta rivelando un farmaco biologico di
grandi possibilita applicative anche in campo oncologico, in particolare nei
tumori caratterizzati da osteotropismo metastatico.

Abstract

Receptor Activator of Nuclear factor kB Ligaud (RANKL), a member of the Tumor
Necrosis Factor (TNF) superfamily; its cognate cellular receptor, Receptor Activator
of Nuclear factor kB (RANK); its decoy soluble receptor, Osteoprotegerin (OPG), are
the components of the most important signaling system which leads to bone resorption.
RANKL and OPG are produced by stromal cells of the bone marrow and cells of the
osteoblastic lineage. RANK is expressed on the membrane of cells of the osteoclastic
lineage, notably of precursors coming from blood monocytes. Binding of RANKL to
RANK is a crucial step for activating osteoclastogenesis, hence the bone resorptive
activity of mature osteoclasts. Binding of RANKL to OPG takes away the signal from
its obvious target and prevents these processes. Gene expressions of RANKL and
OPG are controlled by a number of interacting mechanisms, which involve endocrine,
paracrine and autocrine factors. Estrogens decrease RANKL and increase OPG. In
postmenopausal women, estrogen deficiency throws off balance the system allowing
more RANKL for osteoclastogenesis. Glucocorticoids increase RANKL and decrease
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OPG. After administration of moderate-to-high doses of synthetic glucocorticoid
derivatives, a rapid bone loss may occur, in particular in those women. In recent years,
evidence has been increasing to support the view that the RANKL-RANK-OPG
system plays a major role in mediating the action of immune cells in the pathogenesis
of metabolic bone disorders, first primary osteoporosis (osteoimmunology). The
same could be said with relevance to the vicious circle which characterizes the cross-
talking osteoclasts-cancer cells in the microenvironment of osteolytic metastases
(osteoncology). The fully human antibody denosumab, highly specific for RANKL,
is efficacious in treating osteoporosis and preventing fractures in different clinical
settings and is also promising as an innovative biologic agent in the therapeutic
strategy for patients bearing osteotropic cancers.
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1. Introduzione

Il sistema noto con gli acronimi RANKL-RANK-OPG ¢ entrato nella
letteratura scientifica da meno di 15 anni. In questo ristretto arco temporale,
e soprattutto negli anni piu recenti, non vi ¢ dubbio che sia aumentato
progressivamente, e in misura vistosa, I’interesse per il ruolo fisiopatologico
e la possibile modulazione farmacologica di questo sistema. Gli acronimi
identificano i seguenti termini: RANKL, Receptor Activator of Nuclear
factor kB Ligand; RANK, Receptor Activator of Nuclear factor kB; OPG
Osteoprotegerin (Osteoprotegerina). Prima che fosse scelto e condiviso in
ambito internazionale 1’uso di questi termini (sulla base della raccomandazione
di un Comitato ad hoc dell’American Society for Bone and Mineral Research),
i componenti del sistema avevano avuto altre denominazioni. Ancora, in
ragione dell’appartenenza alla superfamiglia del Tumor Necrosis Factor
(TNFSF) oppure a quella dei relativi recettori (TNFRSF), nellla nomenclatura
codificata di queste superfamiglie ritroviamo TNFSF 11 (RANKL), TNFRSF
11A (RANK), TNFRSF 11B (OPG)®.

Negli ultimi anni del secolo scorso, gruppi di ricerca indipendenti, negli Stati
Uniti e in Giappone, lavorando sui determinanti molecolari del riconoscimento
recettoriale del TNF, che gia aveva alle spalle una ricca letteratura ed era nel
mirino dell’industria farmaceutica, si imbatterono in un caso curioso. Un
componente della famiglia recettoriale, contrariamente alla regola, non era
espresso sulla membrana cellulare; essendo privo di una porzione (domain)
transmembrana, risultava libero nell’ambiente extracellulare. Questo recettore
solubile, in breve tempo caratterizzato come molecola composta di 401 residui
aminoacidici, ¢ ’OPG. Il terzo componente del sistema fu quindi il primo a
essere scoperto. ’aumentata espressione in topi transgenici e insieme la sua
iniezione in vari modelli animali si caratterizzavano per una diffusa, severa
osteoporosi. Erano evidenti il blocco del riassorbimento osseo mediato dagli
osteoclasti e la riduzione ai minimi termini della popolazione osteoclastica:
di qui il termine inizialmente proposto di osteoclastogenesis inhibitory factor
(OCIF)®.

La natura recettoriale dell’OCIF sollecitava 1’individuazione del ligando
specifico. Non ci volle molto. Era, ovviamente, una molecola “sorella” del
TNEF, una proteina transmembrana di tipo II, composta da 316 amminoacidi
e, guardacaso, denominata osteoclast differentiating factor (ODF). 1l
cloning molecolare effettuato a rotta di collo dimostro che ODF era identico
come composizione e struttura ad altre proteine, scoperte pressoché
contemporaneamente e identificate, rispettivamente, con gli acronimi TRANCE
(TNF — related activation-induced cytokine) e RANKL da due diversi gruppi
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di ricerca, focalizzati sul dialogo intercellulare nel sistema immunitario e
sorpresi (ma non tanto!) nel ritrovare gli stessi segnali di dialogo nelle cellule
dell’osso. Il terzo componente del sistema, RANK, venne da una cDNA
library di cellule dendritiche umane. E una proteina transmembrana di tipo 1,
costituita da 616 amminoacidi e caratterizzata nella porzione extracellulare da
4 regioni ricche in cisteina (cysteine-rich domains), sostanzialmente identiche
a 4 analoghe regioni N-terminali di OPG/OCIF@3®,

Nei primi anni 2000, un accumularsi tumultuoso di studi portd non solo
alla denominazione definitiva del sistema ma anche a ulteriori, convincenti
acquisizioni. Cio grazie soprattutto ai modelli animali transgenici o, per
converso, knock-out di specifici segnali, allo studio analitico dei fenotipi
di questi animali; alle tecniche di genetica molecolare che consentono
di valutare espressione e modulazione dei geni in esame in funzione della
differenziazione cellulare e del microambiente tissutale.

OSTEOBLASTA/CELLULA STROMALE

0./
79
ranke  Precursore0c | DIFFERENZIAZIONE
FUSIONE
OSTEOBLASTA/CELLULA STROMALE A-ITIVAZIO N E
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Precursore Oc

Figura 1. Rappresentazione schematica del sistema RANKL-RANK-OPG e del suo ruolo
nel riassorbimento osseo mediato dagli osteoclasti (Oc). I precursori Oc sono il bersaglio
cellulare privilegiato, ma anche [’attivita riassorbitiva degli osteoclasti maturi che esprimono
il recettore RANK é controllata dal sistema.
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E oggi chiaro che RANK ¢ lo specifico recettore che media I’azione di
RANKL sulla osteoclastogenesi, e che OPG ¢ un recettore “trappola” (decoy
receptor) che al di fuori della cellula bersaglio blocca RANKL impedendone
I’interazione con RANK. La logica conseguenza della maggiore o minore
disponibilita di OPG nel microambiente osseo ¢ il ridotto o, al contrario,
I’eccessivo riassorbimento osseo mediato dagli osteoclasti (di qui il nome
adottato di osteoprotegerina, quasi fosse una sostanza endogena anti-
osteoporosi). E altrettanto chiaro che il sistema RANKL-RANK-OPG
ha, al di fuori come all’interno dell’osso, un importante ruolo fisiologico
nella differenziazione e funzione di cellule immunitarie, come T-linfociti
e, in modo particolare, di monociti-macrofagi e cellule dendritiche, che
condividono con gli osteoclasti la derivazione dagli stessi precursori
emopoietici. Siamo in pieno in quell’area di competenza, culturalmente
avanzata e gia ricca di prospettiche cliniche, che ha preso il nome di
osteo-immunologia®®™®,

II. RANKL-RANK-OPG e riassorbimento osseo

Il riassorbimento osseo dipende dell’attivita degli osteoclasti.
Fisiologicamente, almeno nello scheletro adulto, la distruzione di osso pre-
esistente ad opera degli osteoclasti ¢ controbilanciata dalla formazione di
nuovo osso ad opera degli osteoblasti. Il coupling distruzione-formazione
avviene in unitd anatomo-funzionali caratterizzate da stretti contatti
cellulari, altamente sofisticate e rigorosamente controllate. Queste unita sono
denominate basic multicellular units (BMU). Nell’adulto, sono assemblate
3-4 milioni di BMU ogni anno, e ne sono attive in ogni momento circa 1
milione®>19,

Gli osteoclasti sono cellule multinucleate, differenziate per la loro funzione
specifica. Derivano da precursori emopoietici. Quelli pit immaturi risiedono
nella colony forming units-granulocyte macrophage (CFU-GM). Successivi
precursori sono CD14" monociti. Si ritiene che 1’1-2% dei monociti circolanti
possa differenziarsi compiutamente in osteoclasti®!%!1,

La progressione maturativa dai monociti agli osteoclasti comporta
I’attivazione di un complesso processo trascrizionale, che si palesa
con I’espressione di specifiche caratteristiche fenotopiche. La linea
(lineage) osteoclastica acquisisce enzimi, come la fosfatasi acida tartrato-
resistente (tartrate resistant acid phosphatase, TRAP), la catepsina K,
la carbossianidrasi di tipo II, e recettori come quelli per la calcitonina, la
vitronectina, ¢ lo stesso RANK. Si verifica anche la fusione citoplasmatica,
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ma non nucleare, di piu precursori ormai avanti nel grado differenziativo.
Si arriva infine all’osteoclasta maturo, una sorta di megacellula sinciziale
(15-20 nuclei o anche piu), con polarita di organizzazione endocellulare
tale da realizzare, attraverso la superificie a spazzola (ruffled membrane)
che “pesca” nella lacuna di Howship, e I’acidificazione di questo spazio, la
distruzione-digestione della matrice ossea®*!b,

HCO: - S? Integrina
3 e

@iLisosomi
Cat K

| Lacuna riassorbitiva

Figura 2. Osteoclasta maturo con piu nuclei (N). Principali meccanismi ionici che sottendono
D’attivita riassorbitiva. Ai lati della cellula sono evidenziate le zone di adesione all osso, che
concorrono a delimitare la cavita riassorbitiva. Cat K: catepsina K; TRAP: fosfatasi acida
tartrato resistente.

Tutto il processo che va dal reclutamento osseo dei monociti circolanti allo
stadio finale di osteoclasta ¢ RANKL-dipendente, anche se in molti punti il
RANKL deve agire di concerto con un altro fattore essenziale, il macrophage
colony stimulating factor (M-CSF). Quest’ultimo, fra [’altro, promuove
I’espressione di RANK sulla membrana cellulare dei precursori osteoclastici,
favorendo cosi I’interazione RANKL-RANK®!219 Va comunque ribadito
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che il binomio RANKL-RANK ¢ il “regista” dell’osteoclastogenesi. La
controprova ¢ fornita dall’instaurarsi di una severa osteopetrosi in quei rari
pazienti che hanno mutazioni/delezioni nei geni codificanti per il ligando o il
recettore!'?.

RANKL ¢ prodotto dalle cellule stromali del midollo osseo e dalle
cellule della linea osteoblastica, che derivano da precursori indifferenziati
mesenchimali (mesenchimal stem cells, MSC)®7. Nel microambiente osseo,
gli osteoblasti e soprattutto gli osteociti (terminale differenziativo della linea
osteoblastica) sono i principali produttori di RANKL"®. Gli osteoblasti anche
sintetizzano e liberano nello spazio cellulare OPG, il recettore solubile che
puo legare RANKL prima che questo sia riconosciuto da RANK e attivi
I’ osteoclastogenesi (decoy receptor). In sintesi, il numero e la funzione degli
osteoclasti dipendono dal numero e dalla funzione (produzione di segnali
specifici) degli osteoblasti (e osteociti). Non stupisce che anche M-CSF sia
prodotto dalle stesse cellule della linea osteoblastica!>!¥,

ATTIVITA OSTEOCLASTICA

Figura 3. Bilancio RANKL/OPG nel microambiente osseo. I pesi sui piatti della bilancia
variano in funzione di un complesso sistema di segnali di stimolo o inibizione delle due
citochine che controllano [I'attivita osteoclastica.
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RANKL era stato inizialmente caratterizzato come proteina transmembrana.
Come tale, ¢ espresso sulla membrana di cellule stromali e di osteoblasti che
nelle BMU prendono diretto contatto con i precursori osteoclastici, 1 quali,
a lor volta, presentano il recettore di membrana RANK. E evidente come il
messaggio attivatore della catena di eventi post-recettoriali che controllano
I’espressione genica (nella nomenclatura acquisita ¢ inserito il fattore di
trascrizione NF kB!) sia facilitato dalla cosiddetta cell-fo-cell interaction.
Ma RANKL esiste anche in forma solubile, “secreto” come tale al di fuori
delle cellule produttrici o liberato dalla precedente sede di membrana ad
opera di metalloproteinasi attive nell’ambiente. Ignoriamo se il rapporto
fra le due quote di RANKL abbia significato per i possibili legami, RANK
d’un lato e OPG dall’altro. La quota fissa, ancorata alla membrana, ¢ quella
maggiormente espressa dagli osteoblasti; la quota solubile ¢ quella immessa
nel cosiddetto sistema (rete) lacuno-canalicolare intraosseo dagli osteociti, ed
¢ anche quella prodotta da tutta una serie di cellule presenti, in condizioni
fisiologiche oppure patologiche, nel microambiente osseo. La lista ¢ lunga e
magari provvisoria: linfociti di vario tipo, fibroblasti, macrofagi, sinoviociti,
cellule neoplastiche metastatiche@>1%17),

Come ¢ intuibile, I’espressione genica dei vari componenti del sistema
RANKL-RANK-OPG ¢ sottoposta a uno stretto controllo, sofisticato e
duttile, articolato in segnali endocrini, paracrini, autocrini. Il ruolo chiave del
sistema nell’osteoclastogenesi e, piu in generale, nell’attivita delle BMU e nel
continuo rimodellamento scheletrico, fa subito pensare all’eccesso di RANKL
e/o al difetto di OPG nelle malattie metaboliche dell’osso caratterizzate da
perdita di massa ossea, in primo luogo 1’osteoporosi cosiddetta primaria®”.
Quella piu comune e piu studiata, clinicamente assimilabile a una malattia
degenerativa cronica, ¢ 1’osteoporosi che sopravviene nel sesso femminile
dopo la menopausa. E allora, qual’¢ 1’effetto degli estrogeni sul sistema?

Sintetizzando 1’ampia letteratura dell’ultimo decennio, ¢ emerso con
chiarezza che gli estrogeni sono modulatori negativi di RANKL e modulatori
positivi di OPG; riducono anche I’aumento di RANKL indotto da vari
segnali (in primo luogo, citochine definite pro-osteoclastogeniche); sono, in
definitiva, ormoni che si oppongono al reclutamento, alla differenziazione e
all’attivita degli osteoclasti, e quindi al riassorbimento osseo®!®!19. Agiscono
in modo opposto gli ormoni glicocorticoidi e i loro derivati sintetici di
uso comune nella cosiddetta terapia cortisonica. Sono, questi steroidi,
modulatori positivi di RANKL e modulatori negativi di OPG. L osteoporosi
indotta da glicocorticoidi (glucocorticoid induced osteoporosis, GIO) ¢
la pit comune forma di osteoporosi secondaria. Riconosce una patogenesi
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complessa e differenziata, tipicamente bifasica®). E sempre presente,
comunque, una ridotta formazione ossea, conseguenza del depauperamento
della popolazione osteoblastica e osteocitaria. Ma non v’¢ dubbio che nella
fase iniziale, caratterizzata dalla rapida perdita di massa ossea (e di qualita
ossea!l) e dal rapido aumento del rischio fratturativo, soprattutto nelle
donne in menopausa, giochi un ruolo importante 1’eccessivo riassorbimento
RANKL-dipendente®*?), Anche il paratormone (parathyroid hormone, PTH)
e il suo analogo peptidico (parathyroid hormone-related peptide, PTH-rP),
quest’ultimo prodotto e secreto da numerosi istotipi tumorali, sono in grado
di incrementare ’espressione di RANKL (meccanismo autocrino in alcune
cellule tumorali!), rendendo ragione delle distruzioni ossee e dell’ipercalcemia
severa che sopravvengono nell’iperparatiroidismo primitivo e nei tumori con
metastati osteolitiche secernenti PTH-rPG:16:2223),

Si ¢ accennato alle citochine pro-osteoclastogeniche. Si tratta di un
gruppo composito, eterogeneo, di sostanze accreditate di attivita pro- o anti-
inflammatoria, o di entrambe, prodotte soprattutto da cellule immunitarie
ma anche da cellule derivate da MSC, come, ad esempio, 1’interleukina-6
(IL-6) prodotta dagli adipociti. Nell’eta avanzata, la popolazione degli adipociti
nel midollo osseo aumenta progressivamente a scapito della popolazione
osteoblastica (midollo giallo delle vecchie descrizioni anatomiche)®!D.
Alcune citochine, come 1’interleukina-1 (IL-1), agiscono sugli osteoclasti
gia completamente differenziati, aumentandone 1’attivita riassorbitiva.
Intervengono in misura marginale sulla osteoclastogenesi. La loro azione
¢ mediata da specifici recettori di membrana e da segnali intercellulari
RANKL-indipendenti. Altre citochine, come le interleukine -6, -11. -17
(IL-6, IL-11, IL-17), sono invece in grado di stimolare direttamente la
produzione di RANKL da parte delle cellule stromali e delle cellule della
linea osteoblastica®%2*?%. Altre ancora, come il TNF-q,, agiscono in entrambi
i modi, e quindi possono amplificare in misura rilevante il riassorbimento
osseo laddove sono presenti in alte concentrazioni®?®,

E quanto si verifica nell’artrite reumatoide, che ha fra i suoi segni
caratteristici (hallmark) 1’erosione ossea subcondrale ma che ¢ anche
spesso causa di osteoporosi generalizzata (elevati livelli ematici di 1L-6!).
Il razionale di utilizzo dei farmaci “biologici” anti-TNF-o. si basa anche
sulla progressione locale e sistemica del danno osseo. Lo stesso discorso
vale per tutte le malattie infiammatorie ed immuno-mediate che presentano
un coinvolgimento osteo-articolare®!”2”, Basti citare la malattia di Crohn,
I’artrite psoriasica, la stessa osteoartrite, di casa nel generale contesto
della malattia poliartrosica. Ovviamente, il degrado osseo che consegue
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all’eccessivo riassorbimento € piu vistoso e piu pericoloso nelle pazienti
menopausali (non vi ¢ 1’azione protettiva “anti-RANKL” degli estrogeni!),
soprattutto se assumono cortisonici (GIO!).
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Figura 4. Nelle articolazioni infiammate dell artrite reumatoide, I’osso subcondrale viene eroso
per aumentata attivita osteoclastica, a sua volta sostenuta da eccesso di RANKL prodotto da T
linfociti attivati, fibroblasti, macrofagi e sinoviociti.

Le fumatrici aggiungono un ulteriore fattore di rischio; la nicotina
interferisce negativamente sulla produzione estrogenica inibendo 1’aromatasi,
che dopo la menopausa ¢ enzima critico per questa produzione®®.

Diverso ¢ il caso del Transforming Growth Factor-B (TGF-). Le citochine
pro-osteoclastogeniche sopracitate sono prodotte e liberate nel microambiente
osseo da una eterogenea popolazione cellulare reclutata e attivata nelle sedi
di infiammazione. Il TGF-P ¢ invece accumulato in complessi inattivi nella
matrice ossea, dalla quale ¢ rilasciato in forma attiva quanto questa ¢ digerita
e riassorbita dagli osteoclasti. Losso ¢ certamente la piu importante sede
di stoccaggio del TGF-B o meglio, di vari componenti della superfamiglia
TGF-B. 11 loro ruolo fisiopatologico ¢ complesso e incerto. Sono ritenuti
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importanti segnali per il processo di coupling, in quanto favoriscono la
chemiotassi e la differenziazione degli osteoblasti che formano nuovo osso nel
ciclo di rimodellamento dopo la prima fase di riassorbimento'”. Aumentano
quindi le produzioni di RANKL e OPG. Se il bilancio dei modulatori positivi
e negativi privilegia I’uno o I’altro componente del sistema, TGF-P accelera o
decelera il turnover osseo. Comunque sia, cio che importa € che la matrice ossea
¢ tutt’altro che un mezzo inerte; anch’essa modula I’attivita delle BMU(%!1.10),

In molti pazienti neoplastici con metastasi osteolitiche, la distruzione
della matrice ¢ rapida e libera grandi quantita di TGF-3. Recettori specifici
sono espressi sulle cellule tumorali, oltreché sulle cellule ossee e su cellule
immunitarie presenti in gran numero nelle lesioni metastatiche. In queste
circostanze, la squadra di segnali condensata nel termine TGF-J gioca su

o I @,/
A o R

Osteoblasti Precursori OC

Figura 5. Circolo vizioso osteoclasti — cellule tumorali nel microambiente di una metastasi
osteolitica. La distruzione della matrice ossea da parte degli osteoclasti libera TGFP attivo
che puo interagire con un complesso recettoriale specifico espresso sulla membrana di
cellule tumorali. Viene stimolata [’espressione genica di PTHrP che, a sua volta, aumenta la
produzione di RANKL e/o inibisce quella di OPG da parte di cellule che esprimono il recettore
di riconoscimento specifico per PTH/PTHrP (PTHRI). Questo recettore e presente sulla
membrana delle cellule della linea osteoblastica.
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molti fronti. Gli effetti possono cosi compendiarsi: immunosoppressione,
angiogenesi, aumentata chemiotassi per cellule tumorali osteotrope, aumentata
moduzione di PTH-rP che, a sua volta, aumenta RANKL, osteoclastogenesi e
distruzione ossea. E un circolo vizioso ben noto agli oncologi clinici(6222329),

Nella Tabella I sono elencati i modulatori endogeni (endocrini, paracrini,
autocrini) del rapporto RANKL/OPG nel microambiente osseo. ’aumento o
la diminuzione del rapporto causano analoghe variazioni nel riassorbimento
osseo da parte degli osteoclasti.

A RANKL/OPG

— Glicocorticoidi

— Noradrenalina

— Paratormone (PTH)

— Parathyroid hormone-related protein (PTHrP)
— Interleukina - 6

— Interleukina - 11

— Tumor Necrosis Factor - oo (TNF - o)

- Prostaglandina E, (PGE))

V¥ RANKL/OPG

— Estrogeni

— Androgeni

— Growth Hormone (GH)
— Interleukina - 4

— Interleukina - 13

— Interferon - B

— Interferon - 7y

A RANKL/OPG o ¥ RANKL/OPG*

Vitamina D (1,25(0OH), D,)

Insulina

Insulin-like growth factor I (IGF - I)

— Transforming growth factor - B (TGF - B)

* Possibili effetti bidirezionali o divergenti in funzione di particolari condizioni microambientali.

Tabella I. Segnali endocrini, paracrini e autocrini che aumentano o diminuiscono il rapporto
RANKL/OPG nel microambiente osseo.



148

III. RANKL-RANK-OPG e sistema immune

Il termine osteoimmunologia ¢ ormai di uso corrente per gli studiosi e i
clinici che si occupano di malattie metaboliche dell’osso. Il coinvolgimento
del sistema immune nella patogenesi dell’osteoporosi ¢ oggetto di recenti
rassegne, alle quali si rinvia il lettore interessato, nonché di una brillante
relazione alla nostra Accademia’-»27, Lavorando su diversi modelli animali
generati nei suoi laboratori ad Atlanta, Roberto Pacifici ha documentato in
modo inequivoco I’importante ruolo di T e B linfociti nell’osteoclastogenesi
RANKL- e TNF-a-dipendente, e ha richiamato I’attenzione sui complessi
rapporti fra sistema endocrino (estrogeni e paratormone) e sistema immune
nel microambiente osseo>3?. T suoi risultati sono stati confermati anche
in pazienti menopausali con osteoporosi primaria e secondaria a malattie
immuno-mediate®V.

Come s’¢ gia detto, RANKL puo anche essere prodotto e rilasciato nella
sua forma solubile da linfociti variamente specializzati, cellule NK (natural
killer), monociti-macrofagi, plasmacellule. E intuibile come, in parallelo
con ’aumento delle conoscenze, sia cresciuto 1’interesse degli ematologi
per il possibile coinvolgimento del sistema RANKL-RANK-OPG nelle
malattie linfo- ed immunoproliferative®*323%, In questa sede, vale la spesa
focalizzare 1’attenzione su due aspetti, emersi nella piu recente letteratura
e che hanno importanti ricadute cliniche. In primo riguarda una particolare
sottopopolazione linfocitaria, quella dei cosiddetti Th regolatori, o Th
17 linfociti, sempre piu accreditati di un ruolo di primo piano nel dialogo
intercellulare che regola 1’attivita della BMU.

I linfociti T helper sono divisi in tre fondamentali categorie funzionali,
che si distinguono per il ventaglio di citochine prodotte; Th1, Th2 e, appunto,
Th17. La differenziazione da precursori (Th 0) avviene in risposta a specifici
segnali. Il fenotipo Th 17 richiede per essere tale I’espressione del recettore
per linterleukina-23 (IL-23) e quindi I’azione stimolante del ligando IL-
23. Le citochine prodotte da questi particolare T helper sono soprattutto
interleukina-17 (IL-17), ma anche interleukine-21 e -22 (IL-21, IL-22)¢%.
Lattributo “regolatori” sta a significare che singolarmente o insieme le
citochine prodotte sono in grado di amplificare o ridurre I’intensita della
risposta inflammatoria e della risposta immunitaria ad antigeni di vario tipo
(azione di funing). 1l ruolo dei Th 17 (in letteratura sono anche indicati come
Tregs) ¢ stato molto valorizzato nella patogenesi di malattie autoimmuni®®.
Poiche la prevalenza di molte malattie autoimmuni ¢ di gran lunga maggiore
nel sesso femminile, si € subito pensato che gli estrogeni fossero modulatori
della differenziazione e/o dell’attivita dei Th 17. Cosi ¢, in effetti, anche se la
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letteratura in oggetto ha ancora zone d’ombra33*9, Comunque sia, va sempre piu
emergendo il convincimento che per alcune condizioni cliniche (emblematica
¢ I’artrite reumatoride in menopausa) il venir meno del “freno” estrogenico
inneschi una catena di eventi Th 17-dipendenti che esitano in danno immuno-
mediato*3%3%, Fra i bersagli cellulari dei Th 17 vi sono certamente le cellule
“presentanti antigeni”, in primo luogo le cellule dendritiche (dendritic cells,
DC), ma anche gli osteoclasti. Fra 1’altro, i linfociti Th 17 sono anche buoni
produttori di TNF-o'¥, In breve, questi linfociti, vanno considerati importanti
attori, se non protagonisti, nello scenario osteoimmunologico che consegue
alla carenza estrogenica, soprattutto se vi ¢ comorbidita autoimmune. |
laboratori dell’industria farmaceutica sono attivamente impegnati nella
ricerca di sostanze modulatrici dell’attivita dei Th 17, anche se questa non
appare mai in senso unico (stimolatoria o inibitoria tout-court), ma piuttosto
bidirezionale e variabile a seconda delle condizioni sperimentali in vitro e del
microambiente tissutale in vivo.

Il secondo punto riguarda la stretta parentela fra osteoclasti e cellule
dendritiche. Si puo dire che siano cellule sorelle, derivando entrambi da
comuni precursori emopoietici. Ma vi ¢ di pit. In particolari condizioni
sperimentali, € possibile trasformare DC in osteoclasti, ¢ viceversa. Ignoriamo
in quali circostanze questo processo di trans-differenziazione, realizzabile
in vitro, possa aver luogo in vivo, in particolare nella specie umana. Ma le
premesse perche cio si verifichi ci son tutte. Gli osteoclasti sono cellule non
solo altamente specializzate ma anche giganti, che possono presentare decine
di nuclei e riassorbire tumultuosamente notevoli quantita di matrice, come
nella malattia di Paget e nei tumori gigantocellulari dell’osso. E singolare e
concettualmente stimolante che abbiano la potenzialita di esprimere molecole
del sistema maggiore di istocompatibilita (MHC), CD 40, CD 80 e comportarsi
come cellule che presentano antigeni e attivano T linfociti®”. Il processo di
fusione cellulare che da luogo all’osteoclasta multinucleato era stato poco
considerato dalla ricerca scientifica, ma oggi ¢ sotto la luce dei riflettori.
Fra i vari fattori favorenti la fusione, ¢ di importanza critica una proteina
inizialmente individuata nelle cellule dendritiche, la dendritic cell-specific
transmembrane protein (DC-STAMP)!33®_ Non stupisce. L’espressione di
questa proteina ¢ aumentata dalla vitamina E (o-tocoferolo) e, per contro,
ridotta da sostanze oggi note soltanto come sigle usate nei laboratori di ricerca
farmacologica®. La sensibilita di DC-STAMP (ma vi € anche una osteoclast-
specific, OC-STAMP!) nei confronti di potenziali farmaci fa intravedere
nuove vie terapeutiche per le malattie caratterizzate da abnorme distruzione
ossea?.



150

Una importante implicazione clinica del binomio DC-osteoclasti riguarda
I’ osteonecrosi mandibola-mascella, nota con il termine inglese di osteonecrosis
of the jaw, ONJ“D  Si tratta di una grave complicanza della terapia con
bisfosfonati (in larghissima misura aminobisfosfonati usati in oncologia),
ma rilevata anche con altri farmaci, sempre d’uso oncologico, come inibitori
dell’angiogenesi (bevacizumab, sunitinib) e con le alte dosi “oncologiche”
dell’anticorpo monoclonale anti-RANKL denosumab®“'#?, I’osteomielite
destruente caratteristica dell’ONJ ¢ espressione di immunodeficienza locale.
La patogenesi ¢ multifattoriale, ma certamente un ruolo di primo piano va
attribuito al danno farmaco-indotto delle DC, particolarmente numerose nella
sottomucosa del cavo orale. Queste cellule richiedono anch’esse il segnale
RANKL per la loro maturazione funzionale. Analogamente agli osteoclasti,
incorporano al loro interno gli aminobisfosfonati. Nel tempo, viene
disorganizzato un sistema intracellulare critico per trasportare sulla superficie
molecole di riconoscimento e di segnale essenziali per la risposta immunitaria
a batteri provenienti dal cavo orale e colonizzanti 1’0sso sottostante®4349),

IV. Denosumab: Applicazioni nelle malattie metaboliche dell’osso

OPG era stato il primo componente del sistema a essere identificato; OPG
fu anche il primo componente a essere proposto quale farmaco efficace nel
ridurre 1’eccessivo riassorbimento osseo RANKL-dipendente. Studi preclinici
su vari modelli animali e anche studi pilota in donne con osteoporosi post
menopausale confermarono [’evidente inibizione del riassorbimento,
testimoniata dalla rapida caduta dei relativi marcatori biochimici, dopo
singola iniezione di OPG ricombinante coniugata al frammento Fc di
immunoglobulina IG1 (Fc-OPG)?#). Questi risultati convinsero la comunita
scientifica che il blocco di RANKL era una via percorribile e razionale per
inserire nella pratica clinica nuovi farmaci anti-riassorbitivi, alternativi ai
bisfosfonati'®. Il meccanismo d’azione, in effetti, & del tutto diverso per i due
tipi di farmaci. Mentre i bisfosfonati riducono I’attivita degli osteoclasti maturi
inserendo ostacoli nella complessa macchina metabolica di queste cellule, la
sottrazione di RANKL ai precursori osteoclastici ostacola la differenziazione
a osteoclasti maturi e riduce il numero di cellule attive*.
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Il Denosumab blocca I BP bloccano la funzione riassorbitiva

la formazione di osteoclasti ma gli osteoclasti inabili sono presenti

Figura 6. Denosumab e bisfosfonati (BP) hanno meccanismi d’azione differenti. Denosumab
blocca la differenziazione cellulare della linea osteoclastica e riduce il numero degli osteoclasti
attivi. I bisfosfonati si concentrano a livello delle lacune riassorbitive e bloccano I’attivita
metabolica degli osteoclasti ma non ne riducono il numero.

I risultati incoraggianti ottenuti con Fc-OPG furono messi in disparte
nei primi anni 2000 dal successo di un agente biologico dal profilo
farmacocinetico e farmacodinamico chiaramente preferibile. In tutto il mondo
¢ oggi ufficialmente registrato e commercializzato I’anticorpo monoclonale
di composizione totalmente umana denosumab (inizialmente noto con la
sigla AM 162), che ha RANKL come bersaglio specifico. Denosumab ¢ una
immunoglobulina 1G2, che si caratterizza per un’affinita per la molecola
bersaglio particolarmente elevata (K, =3 - 10> M). E un anticorpo altamente
specifico, in quanto non riconosce altri membri della superfamiglia TNF,
quali TNF-o, TNF-B, TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) e
CD40@%),

Una mole impressionante di ricerche, precliniche e cliniche, hanno via
via definito modalita e possibilita applicative del nuovo farmaco biologico,
subito accreditato di indubbia efficacia. Nelle malattie metaboliche dell’osso
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con squilibrio RANKL/OPG e, come suol dirsi, eccessivo turnover, laddove
ciog, la quota di matrice riassorbita nelle BMU eccede la quota neoformata,
I’iniezione sottocutanea di denosumab 60 mg ogni 6 mesi ¢ in grado di
aumentare massa ¢ densita ossee (bone mineral density, BMD), sia nella
componente trabecolare che in quella corticale. Losso risulta in tal modo
piu resistente a eventi lesivi, acquista forza (strength) e, in sostanza, riduce il
rischio di fratturarsi®+47,

Nel nostro paese, a tutt’oggi, 1’autorita regolatoria (Agenzia Italiana del
Farmaco, AIFA) ha limitato 1’uso del denosumab alle seguenti indicazioni
terapeutiche: trattamento dell’osteoporosi in donne in post-menopausa ad
aumentato rischio di fratture; trattamento della perdita ossea associata a terapia
ormonale ablativa in uomini con cancro della prostata ad aumentato rischio di
fratture. Si € tenuto conto dei risultati di studi internazionali, multicentrici,
randomizzati (RCT, randomized clinical trials), ben noti ai clinici del settore
con una serie di acronimi: FREEDOM, DEFEND, HALT®*84950),

Non ¢ questa la sede per discutere la scelta restrittiva di AIFA nei confronti
di farmaci biologici innovativi e indubbiamente costosi. Abbiamo una serie di
note cogenti per i medici prescrittori e gli assessorati regionali. Il loro scopo
¢ I'inserimento di questi farmaci in un contesto “garantito” di evidence-
based medicine (EBM), requisito ineludibile perché il servizio sanitario
nazionale se ne faccia carico. Nell’applicazione pratica, sul campo, come
suol dirsi, il sistema adottato per far freno a una dilagante prescrizione ha
sollevato non poche critiche. Nel caso nostro, ¢ intuibile come 1’indicazione
generica di aumentato rischio di fratture si presti a interpretazioni diverse e
richieda competenze specifiche, non superficiali e talora multidisciplinari. La
burocrazia e la fredda applicazione di norme impersonali dovrebbero cedere
il campo alla responsabilita professionale e al dialogo fiduciale fra le diverse
componenti della sanita pubblica. Il discorso ¢ innanzitutto culturale, se
ancora ha valore la parola qualita nella cura di malattie croniche invalidanti.
Ma si rimane scettici sulle possibilita che venga recepito.

La lezione che arriva al clinico dal progresso incessante delle conoscenze
e dalla disponibilita di nuovi farmaci ¢ sempre la stessa, e la medicina interna
ne ¢ la portavoce piu accreditata. Malato e non malattia, questa ¢ la scelta.
In altri termini, individualizzazione della strategia terapeutica sulla base
della valutazione “globale” del caso, della storia passata e delle prospettive
future, della comorbidita e dei farmaci concomitanti, della percepita qualita
della vita. E dialogo costante con i colleghi esperti di specifici aspetti, perche
pazienti sempre piu anziani sono anche pazienti sempre piu complessi. Chi
scrive da tempo sostiene, in molte sedi, questa impostazione concettuale,
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che valorizza anche il coinvolgimento del paziente stesso nelle scelte
terapeutiche (consenso informato, sia dei benefici attesi che dei possibili
effetti indesiderati). Si puo constatare con piacere, che anche dall’altra parte
dell’Atlantico, dopo la stagione delle guidelines (che non vanno affatto
abbandonate!), si approda oggi ad una analoga visione®!5259),

In quest’ottica, il profilo di sicurezza di denosumab (al dosaggio
approvato di 60 mg come iniezione singola sottocutanea una volta ogni 6
mesi!) merita qualche parola. Abbiamo dati su pazienti monitorati a lungo,
con trattamento protratto per parecchi anni, come le donne post-menopausali
arruolate nel piu importante studio registrativo di fase III, denominato
FREEDOM (Fracture Reduction Evolution of Denosumab in Osteoporosis
Every 6 Months). Va affermandosi con sempre maggior evidenza la piu che
buona tollerabilita del farmaco®“¥. Si ¢ detto che Amgen, ’azienda che
ha brevettato e commercializzato denosumab, ¢ stata “inaspettatamente
fortunata” (unexpectedly lucky), vista I’importanza extra-ossea del segnale
RANKL per diversi ambienti cellulari, e la sua espressione in cellule
dendritiche, macrofagi e linfociti. Ma nelle pazienti in trattamento con
denosumab 1’incidenza di infezioni e neoplasie (immunosorveglianza!) non
¢ risultata superiore a quella attesa nella generale popolazione, ¢ anche il
rischio di alcune infezioni cutanee, come cellulite ed erisipela, sul quale si era
richiamata I’attenzione dopo iniziali segnalazioni, si ¢ molto ridimensionato
con I’andare del tempo. Modelli murini deprivati di RANK specificamente
nei B linfociti fanno pensare a vie alternative per il raggiungimento della
completa differenziazione fenotipica®. L'immunita umorale non viene
quindi meno in corso di terapia con denosumab, contrariamente a quanto
temuto dopo 1’osservazione del mancato sviluppo linfonodale negli animali
knock-out per RANKL",

V. Denosumab: Applicazioni in oncologia clinica

In ragione della sua efficacia anti-riassorbitiva e della linea osteoclastica
(precursori e osteoclasti maturi) quale privilegiato bersaglio cellulare,
denosumab ¢ entrato a pieno titolo fra i farmaci che nei pazienti con metastasi
ossee trovano indicazione per prevenire i cosiddetti skeletal-related events
(SRE), ritardare la progressione metastatica, migliorare la qualita di vita
(Tabella II). Il denosumab condivide queste indicazioni con i bisfosfonati, in
particolare con potenti aminobisfosfonati iniettabili per via endovenosa come
I’acido zoledronico. Vantaggi del denosumab possono essere l’iniezione
sottocutanea, I’emivita della molecola circolante inferiore al mese, il mancato
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Skeletal related events. Complicanze cliniche delle metastasi ossee

— Frattura patologica

— Dolore che necessita di radioterapia palliativa
— Intervento di stabilizzazione scheletrica

— Compressione del midollo spinale

— Ipercalcemia neoplastica

Tabella II.

accumulo nell’osso, la clearance mediata dal sistema reticolo endoteliale e
indipendente dalla funzione renale®®.

Un iniziale studio di fase Il aveva documentato |’efficacia del denosumab in
pazienti metastatici ossei precedentemente trattati con bisfosfonati endovena
(pamidronato e acido zoledronico®”). In una fase successiva tre studi di fase
IIT hanno supportato la tesi di una superiorita del denosumab nei confronti
dell’acido zoledronico, almeno per quanto attiene alla prevenzione degli SRE
in alcuni tipi di cancro metastatico. Le popolazioni di pazienti esaminate
erano affette, rispettivamente, da carcinoma mammario, carcinoma della
prostata, e altre neoplasie che non fossero le due precedenti (in maggioranza
carcinoma del polmone e mieloma multiplo)©®>*¢?, In questi studi, i pazienti
erano randomizzati a ricevere 120 mg di denosumab sottocute versus acido
zoledronico 4 mg endovena ogni 4 settimane.

Com’era logico attendersi, la diffusione di questi risultati nella comunita
scientifica (anticipati in sede congressuale e poi pubblicati in riviste
prestigiose) ha prodotto un turbinio di ricerche oncologiche, sia d’ordine
basico-preclinico sia cliniche. Importanti studi di fase III in corso ormai da
tempo, si concluderanno non prima del 2015. 11 quesito di fondo, sollevato
anche per I’acido zoledronico e tutt’ora irrisolto, ¢ se il denosumab, bloccando
RANKL, abbia come bersaglio soltanto la popolazione osteoclastica che causa
la distruzione ossea nelle sedi metastatiche, oppure agisca anche direttamente
sulle cellule neoplastiche e sulla loro interazione con il microambiente
tissutale ovunque si trovino, 0sso in primo luogo ma non solo®@*6:62),

Non ¢ certo questa la sede per una disamina a vasto raggio della letteratura
che si va accumulando e che riguarda i piu svariati tipi di cancro, soprattutto
quelli che con significativa frequenza danno luogo a metastati scheletriche.
Fra I’altro, va emergendo che RANKL ha un importante e peculiare ruolo
nella biologia di cloni onco-ematologici, modulando la produzione di
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citochine e la differenziazione immunofenotipica pitt di quanto non sia
evidente nelle neoplasie solide®*%*), Anche per questo, 1’utilizzo del
denosumab per contrastare la progressione ossea della malattia mielomatosa,
apparentemente logico e razionale, necessita di ulteriori studi prima
dell’approvazione definitiva. Cio premesso, e con il beneficio d’inventario del
mancato aggiornamento sulle pit recenti pubblicazioni, vale la spesa fermare
I’attenzione su denosumab e RANKL nel carcinoma della mammella. E la
neoplasia piu indagata, sia per 1’osteotropismo della diffusione metastatica
sia per la riconosciuta espressione di RANKL nella differenziazione lobulo-
alveolare necessaria alla lattogenesi, e anche nella trasformazione tumorale
inducibile in modelli animali®366:67,

Va ricordata, innanzitutto, I’efficacia del denomasub (al dosaggio “anti-
osteoporotico” di 60 mg ogni 6 mesi, di gran lunga inferiore a quello scelto per
gli studi oncologici sopracitati) nell’incrementare la densita minerale ossea
e prevenire fratture in pazienti post-menopausali con carcinoma mammario
non metastatico, sottoposte a terapia adiuvante con inibitori dell’aromatasi
(Aromatase Inhibitors, A1)**%)_ E noto come un importante effetto collaterale
della terapia con Al sia I’aumentato riassorbimento osseo che, a sua volta,
aumenta il rischio fratturativo.

E oggi in corso uno studio di fase I1I, finalizzato a verificare I’ipotesi di una
maggiore efficacia di denosumab versus placebo in un’ampia popolazione
di pazienti con carcinoma mammario in stadio II-III, a rischio elevato di
ripresa di malattia (studio D-CARE; trial NCT01077154). Sono parecchi gli
outcomes oncologici in studio ma I’obiettivo primario ¢ la durata di malattia
libera da metastasi scheletriche (bone metastasis-free survival). Denosumab
¢ somministrato al dosaggio di 120 mg ogni 4 settimane per i primi 6 mesi,
e poi ogni 3 mesi per una durata totale di trattamento di 5 anni. Limpianto
dello studio ¢ stato modellato sulla falsariga di precedenti studi di fase
III sull’uso di acido zoledronico nel trattamento adiuvante del carcinoma
mammario; si tratta di studi che hanno avuto vasta eco e sollevato opinioni
contrastanti fra gli oncologi clinici®®*7, Vi ¢ quindi molta attesa per i
risultati di D-CARE, anche perche I’interesse per il ruolo di RANKL nella
progressione metastatica del carcinoma della mammella va espandendosi a
macchia d’olio, man mano che vengono pubblicati dati sui modelli preclicini,
compatibili con la tesi che I’espressione di RANKL da parte delle cellule
di carcinoma mammario non favorisca soltanto la loro colonizzazione
ossea ma anche quella in altre sedi, ad esempio nel polmone®?. Dev’essere
comunque ribadito che I’estrapolazione concettuale all’oncologia clinica,
all’utilizzo cio¢ di denosumab per una chemioprevenzione della malattia
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metastatica, non puo essere ancora accettata senza le evidenze documentate
da RCT®67D,

E in conclusione, vale la spesa fermare 1’attenzione non solo sul ligando
del sistema oggetto di queste pagine ma anche sullo specifico recettore, cio¢
su RANK. Vi sono evidenze che le cellule di un buon numero di tumori
metastatici all’osso esprimono RANK in misura significativa (apprezzabile
istochimicamente), e che vi ¢ buona concordanza di espressione fra tumore
primario e tumore metastatico>7>¥. E acquisito che nel microambiente osseo
sede di metastasi sopravviene un circolo vizioso. Se ne ¢ gia sottolineata
I’importanza. Semplificando al massimo processi complessi, d’un lato si
amplifica nel tempo il danno scheletrico per il continuo reclutamento di
osteoclasti attivi e dall’altro, aumenta progressivamente la massa tumorale per
lo stimolo operato da segnali (fattori di crescita, citochine) rilasciati da cellule
ossee ¢ dalla matrice ossea distrutta. Se nella lista di questi segnali ¢’¢ anche
RANKL, e I’attivazione dei pathways intracellulari indotti dall’interazione
RANKL-RANK sostiene caratteristiche fenotipiche e funzionali delle cellule
neoplastiche, allora la disponibilita su queste cellule di RANK in un ambiente
dove RANKL ¢ per definizione abbondante puo risultare elemento critico per
la colonizzazione e la progressione metastatica. E il rovescio della medaglia.
Quale delle due facce, corrispondenti, rispettivamente, a osteoclasti e cellule
neoplastiche, sia privilegiata dal blocco anticorpale di RANKL, oppure,
com’¢ logico ipotizzare, entrambe ne traggano vantaggio, non ¢ oggi dato
sapere. Quel che ¢ certo, ¢ che il fervore di studi dedicati a questa affascinante
area dell’osteoncologia produce incessantemente nuove conoscenze ¢ fa gia
intravvedere importanti sviluppi applicativi nel prossimo futuro.
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Riassunto

La retinopatia diabetica (RD) ¢ una delle principali cause di disabilita
visiva in eta lavorativa nei paesi industrializzati. Essa viene classificata
in non-proliferante (lieve, moderata o grave) e proliferante, con possibile
sviluppo di edema maculare diabetico in tutte queste fasi. La prevalenza e
I’incidenza della RD aumentano con 1’aumentare della durata del diabete e
con il peggioramento del controllo metabolico e della pressione arteriosa. Gli
attuali approcci per prevenire e/o curare la RD includono 1’ottimizzazione
del controllo della glicemia e della pressione arteriosa e lo screening per
I’identificazione precoce delle lesioni retiniche ad alto rischio, anche se
ancora asintomatiche. I risultati di recenti studi clinici suggeriscono un
ruolo dei bloccanti del sistema renina-angiotensina (inibitori dell’enzima
convertente 1’angiotensina e antagonisti del recettore dell’angiotensina
IT) e del fenofibrato nel ridurre la progressione e/o indurre la regressione
della RD non proliferante lieve-moderata. E inoltre stato dimostrato che la
somministrazione intra-vitreale di agenti anticorpali anti-fattore di crescita
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endoteliale vascolare (VEGF) ¢ capace non solo di bloccare ma in molti casi
di invertire il processo di perdita visiva nell’edema maculare.

Summary

Diabetic Retinopathy (DR) is a leading cause of visual impairment in working
age in industrialized countries. It is classified as non proliferative (mild, moderate
or severe) and proliferative, with diabetic macular edema potentially developing
at any of these stages. The prevalence and incidence of DR increase with diabetes
duration and worsening of metabolic and blood pressure control. Current approaches
to prevent and/or treat DR include optimized control of blood glucose and blood
pressure and screening for early identification of high risk, though still asymptomatic
retinal lesions. Results from recent clinical trials suggest a role for blockers of the
renin-angiotensin system (angiotensin-converting enzyme inhibitors and angiotensin
IT receptor blockers) and for fenofibrate in reducing progression and/or inducing
regression of mild to moderate non proliferative DR. Intra-vitreal administration of
anti-VEGF agents was shown to reduce visual loss in more advanced stages of DR,
especially in macular edema.
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Dati epidemiologici e classificazione

La retinopatia diabetica rimane una delle prime cause di deficit visivo in eta
lavorativa nei paesi industrializzati e puo raggiungere gli stadi pit avanzati e gravi
nella pressoche totale assenza di sintomi. La sua prevalenza ¢ di circa il 70% nei
pazienti con diabete di tipo 1 e del 40% fra quelli di tipo 2, senza differenze di
genere!). La prevalenza aumenta con la durata del diabete e praticamente tutti i
pazienti con diabete mellito di tipo 1 sviluppano retinopatia, proliferante nella
meta dei casi, entro 20 anni dalla diagnosi. Le forme piu gravi di retinopatia,
quella proliferante e I’edema maculare, sono presenti rispettivamente nel 23%
e 14% dei pazienti con diabete di tipo 1 e tipo 2. Presso il Centro Retinopatia
Diabetica di Torino, su 6.857 pazienti consecutivi sottoposti a screening dal
1992 al 2003, la prevalenza di retinopatia era del 39%, di cui il 19% in forma
lieve, 1’11% in forma moderata e nei casi rimanenti in forma grave.

Alla base della retinopatia diabetica sono presenti alterazioni dei capillari
retinici quali: occlusioni multiple, aumento della permeabilita della parete e,
nella forma proliferante, crescita di vasi neoformati. Le occlusioni causano
aree di ischemia ¢ dilatazione focale (microaneurismi) e generalizzate dei
capillari. [ vasi dilatati, fragili e iperpermeabili, danno luogo a microemorragie
e alla trasudazione di siero e lipoproteine a livello della neuroretina, con
la formazione di edema e di quelli che vengono definiti “essudati” duri.
Locclusione dei vasi di diametro maggiore pud produrre infarti ischemici
della retina, che appaiono come aree bianco-grigiastre a margini sfumati,
denominate noduli cotonosi. La presenza di queste lesioni definisce la
retinopatia diabetica “non proliferante”, che puo essere lieve, moderata o
severa e che puo evolvere verso due forme ad alto rischio di cecita: I’edema
maculare diabetico (DME) e la retinopatia proliferante®.

Quando le lesioni della retinopatia coinvolgono la macula, la parte della
retina responsabile della visione dei dettagli e dei colori, consegue una grave
compromissione di queste funzioni. LUedema maculare (Figura 1) colpisce
prevalentemente i pazienti con diabete di tipo 2 e, poiché questi rappresentano
piu del 90% della popolazione diabetica, risulta quantitativamente la
principale causa di deficit visivo secondario al diabete. La progressiva
ischemia della periferia retinica pud causare invece la retinopatia diabetica
proliferante (Figura 2), con la crescita di neovasi che invadono il corpo vitreo
e possono dare luogo ad emorragie endoculari ed allo sviluppo di fessuto
fibroso che, contraendosi, puo causare distacco della retina. Se I’ischemia
procede verso la parte anteriore dell’occhio la neovascolarizzazione puo
raggiungere |’iride (“rubeosi dell’iride’), causando la grave condizione
definita glaucoma neovascolare.
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Figura 1. Edema maculare diabetico con ispessimento della retina in regione maculare e
deposizione di essudati duri.

Figura 2. Retinopatia proliferante con evidenti arcate di neovascolarizzazione. Sono presenti
segni di sanguinamento preretinico. Alcuni essudati duri in regione maculare indicano la
contemporanea presenza di edema maculare.
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Sebbene la retinopatia diabetica sia considerata una patologia
prevalentemente a carico dei piccoli vasi, sempre maggiori evidenze
considerano la degenerazione della neuroretina (apoptosi delle cellule
gangliari e attivazione delle cellule gliali) come un evento precoce che
puo precedere ¢ forse contribuire alle anomalie del microcircolo®”. Il
danno a carico della neuroretina puo causare la perdita della capacita della
discriminazione dei colori e della sensibilita al contrasto, come rilevabile
da studi elettrofisiologici nei pazienti con breve durata di diabete®!'?, e il
ritardo della risposta all’elettroretinogramma multifocale potrebbe predire
lo sviluppo della microangiopatia precoce'"'¥. Vie metaboliche ¢ di segnale
coinvolte nella neurodegenerazione retinica possono infatti prendere parte o
attivare meccanismi coinvolti nella patogenesi della microangiopatia'?,

Fisiopatologia

Quattro ipotesi sono state individuate tra i possibili meccanismi di danno
vascolare glucosio-indotto e quindi considerate potenziali targets terapeutici:
i) aumento del flusso lungo la via dei polioli,

ii) aumentata formazione di prodotti finali di glicazione avanzata (AGEs),
iii) attivazione della proteina chinasi C (PKC),
iv) aumentato flusso attraverso la via delle esosamine.

Laldosoreduttasi¢1’enzima chiave dellaviadeipolioli. Essariducel’aldeide,
tossica, in alcoli inattivi e il glucosio intracellulare in eccesso in sorbitolo
consumando NADPH con conseguente pseudoipossia iperglicemica> e
aumento della suscettibilita allo stress ossidativo intracellulare!'®. In alcuni
studi clinici tuttavia il sorbinil, un inibitore dell’aldoso riduttasi, non € stato
osservato modificare il decorso della retinopatia diabetica'”.

Alti livelli di glucosio intracellulare reagiscono con proteine, aminoacidi e
acidi nucleici attraverso la condensazione di basi di Schiff con gruppi aminici
con successiva riorganizzazione irreversibile in prodotti di Amadori. Gli AGE
vengono prodotti lentamente attraverso ulteriori reazioni di Maillard. Gli
AGE possono anche derivare da prodotti precoci della glicazione attraverso
glucossidazione o attraverso frammenti dicarbonilici reattivi generati da glucosio
libero. Gli AGE a loro volta possono modificare le proteine intracellulari'®, la
matrice extracellulare!"” e le proteine circolanti, determinando I’attivazione dei
recettori AGE (rAGE) con la produzione di citochine infiammatorie e fattori
di crescita. Nella retinopatia diabetica sperimentale®” 1’inibizione degli AGE
attraverso aminoguanidina previene alcuni cambiamenti strutturali ma, a causa
della sua tossicita, non ¢ possibile provarla nell’uomo.
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Alti livelli di glucosio intracellulare determinano un incremento della
sintesi de novo del diacilglicerolo, un secondo messaggero lipidico che,
a sua volta, attiva la sintesi di PKC®" provocando una serie di effetti quali
la diminuzione della sintesi di ossido nitrico sintasi endoteliale ¢ aumento
della sintesi di endotelina 1, del Transforming Growth Factor 3, dell” inibitore
dell’attivatore del plasminogeno 1?2 e del fattore nucleare-kB(NF-kB)®,
La ruboxistaurina, un inibitore specifico per le isoforme 1 e 2 della PKC,
molto espresse nella retina diabetica, ¢ stata sviluppata e sottoposta a studi
clinici. Nonostante il suo utilizzo fosse stato associato ad una migliore acuita
visiva rispetto al placebo in pazienti con DME e nonostante fossero stati
segnalati pochi effetti collaterali, tale agente non ha ottenuto la registrazione
per I’indicazione al trattamento della RD®¥.

Infine, 1’eccesso di fruttosio-6-fosfato, derivato dall’elevata disponibilita
intracellulare di glucosio, puo essere trasformato in glucosamina-6-fosfato e
quindi in uridina difosfato Nacetilglucosamina, che agisce sui residui di serina
e treonina di fattori di trascrizione, con conseguente alterazione patologica
dell’espressione genica®). Questa via sembra peraltro attiva soprattutto nella
patogenesi della nefropatia diabetica.

Brownlee e collaboratori hanno ipotizzato che il possibile denominatore
comune (‘meccanismo unificante’) di queste vie biochimiche apparentemente
indipendenti sia 1’eccessiva produzione glucosio-indotta di specie reattive
dell’ossigeno (ROS) da parte della catena mitocondriale di trasporto degli
elettroni all’interno 1’endotelio, come risultato di flusso aumentato attraverso
il ciclo di Krebs!!®?, Le specie reattive dell’ossigeno causando la rottura
di filamenti di DNA nucleare, attivano la poli-(ADP-ribosio) polimerasi
(PARP), che a sua volta inibisce I’attivita della GAPDH®®, quindi spingendo
1 metaboliti dalla glicolisi verso le vie sopramenzionate.

La benfotiamina, un derivato della tiamina che puo essere somministrato
oralmente, blocca tutti i principali percorsi citati implicati nella patogenesi
della retinopatia diabetica, ed ¢ stata dimostrata essere efficace nel prevenire
la retinopatia diabetica sperimentale®”. Tuttavia mancano studi clinici che ne
dimostrino ’efficacia nell’uomo.

Attuali possibilita di trattamento

Le possibilita di prevenzione e terapia a nostra disposizione includono
I’ottimizzazione del controllo della glicemia e della pressione arteriosa
e I’individuazione precoce della retinopatia ad alto rischio ma ancora
asintomatica attraverso lo screening.
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Il Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) ha dimostrato in
pazienti con diabete di tipo 1 che il trattamento insulinico ottimizzato riduce
I’incidenza della retinopatia del 76%, la progressione di una forma non
proliferante lieve del 54% e la necessita di fotocoagulazione del 56%?. Nei
pazienti di tipo 2, nel UK Prospective Diabetes Study (UKPDS), il controllo
metabolico ottimizzato ha mostrato una riduzione del 21% della progressione
della retinopatia e della necessita di intervento di cataratta nel 24% dei
casi®. Tl follow-up dei pazienti coinvolti in questi studi ha dimostrato che
gli effetti benefici del controllo glicemico nel tempo determinano una sorta di
‘memoria’ metabolica®”, in base alla quale ogni periodo della vita trascorso
con un buon controllo glicemico risulterebbe utile nella prevenzione della
retinopatia e delle altre complicanze. Tuttavia, una recente metaanalisi
condotta su tutti i piu importanti trial clinici relativi al diabete tipo 2 conclude
che se il controllo ottimizzato della glicemia ¢ efficace nel ridurre I’incidenza
di nuova RD e la progressione delle sole forme lievi, esso non previene
I’utilizzo della fotocoagulazione e 1’incidenza del danno visivo grave e della
cecita. Per contro, il trattamento intensivo piu che raddoppia I’insorgenza
delle ipoglicemie gravi®?,

LCUKPDS ha anche dimostrato che ridurre la pressione arteriosa (nel
corso del trial da 154/87 a 144/82 mmHg in otto anni) riduce la progressione
della retinopatia del 34% e il rischio complessivo di peggioramento
dell’acuita visiva del 47%%? probabilmente riducendo I’edema maculare
diabetico. Fino a poco tempo fa il solo studio indirizzato a supportare
I’efficacia di un rigido controllo dell’ipertensione per la prevenzione della
RD ¢ stato lo UKPDS. Tuttavia gli studi Action in Diabetes and VAscular
disease preterax and diamicroNmrControlled Evaluation (ADVANCE)®?
e ACtion to COntrol cardiovascular Risk in Diabetes (ACCORD)®% non
sono riusciti a confermare 1’influenza dell’abbassamento della pressione
arteriosa sulla progressione della RD. Comunque i pazienti appartenenti allo
studio UKPDS avevano avuto maggiori riduzioni pressorie rispetto a quelli
appartenenti allo studio ADVANCE (-5,6 mmHg sulla pressione sistolica
e- 2,2 sulla pressione diastolica a partire dai valori 145/81 mmHg con un
follow-up di 4,3 anni)®¥ o allo studio ACCORD, partendo da valori di
135/75 e scendendo a 128/68 con un follow-up di 3,7 anni®¥, suggerendo sia
che un abbassamento della pressione sia piu efficace nei casi di ipertensione
scarsamente controllata sia la necessita di follow-up piu lunghi per osservare
un effetto sulla progressione della RD. Non sono stati osservati effetti
ereditari nel controllo della pressione nei pazienti appartenenti allo studio
UKPDS®D,
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Le attuali linee-guida raccomandano di perseguire livelli di HbA 1¢ inferiori
a 7.0% e valori pressori inferiori a 130/80. Peraltro, il raggiungimento di
questi obiettivi appare tutt’altro che agevole nella popolazione diabetica
generale e dati raccolti in USA®Y, Francia®®, UK®", Ttalia®® ed altri paesi
mostrano che meno della meta, spesso meno di un terzo, dei pazienti riesce
a raggiungere e mantenere tali obiettivi. [ pazienti a trattamento insulinico
hanno un controllo peggiore di quelli trattati con ipoglicemizzanti orali e,
a loro volta, questi ultimi vanno peggio di quelli trattati con sola dieta®”
probabilmente riflettendo i1 livelli della residua secrezione dell’insulina
endogena. I possibili motivi di questo alto grado di fallimento terapeutico
comprendono 1’inerzia medica, la ridotta aderenza dei pazienti alle
prescrizioni e I’insufficiente efficacia dei provvedimenti farmacologici e dello
stile di vita. Spesso i medici sono scarsamente proattivi nel correggere livelli
elevati di emoglobina glicata e pressione arteriosa come mostra un sondaggio
in 30 cliniche universitarie americane®. Questa tuttavia probabilmente non
¢ 'unica ragione. Uno studio clinico di intervento della durata di due anni
condotto a Liverpool su 200 pazienti con insufficiente controllo metabolico
ha mostrato che gli sforzi dei sanitari erano scarsamente ricompensati da un
calo dell’HbA lc, con la sola eccezione dei pazienti trattati con sola dieta®”.
La situazione ¢ particolarmente grave fra i bambini e gli adolescenti diabetici
dove, secondo un recente lavoro, meno del 5% raggiunge un’HbA 1¢ inferiore
a 7.0% e piu del’80% ¢& su livelli superiori a 8.0%%?. E anche possibile che
gli obiettivi terapeutici siano semplicemente troppo ambiziosi, almeno per i
gruppi di eta piu giovane e piu avanzata, come suggerito dall’incremento di
mortalita osservata nel tentativo di abbassare 1’emoglobina glicata al di sotto
di 6,5%“). E anche possibile che ogni paziente sia in qualche modo “settato”
su un livello individuale di gravita del diabete, e quindi su valori pitt 0 meno
elevati di emoglobina glicata nelle differenti fasi della loro vita. Certamente
tale punto di vista puo essere considerato pragmatico o utilitaristico, forse
politicamente scorretto € comunque non supportato da evidenze scientifiche.
In realta, se si vanno a verificare i fattori di motivazione personale si scopre
che solo circostanze eccezionali ¢ di durata limitata nel tempo, come la
gravidanza, sono associate a livelli di HbA1c inferiori o uguali a 6,5% in piu
dell’80% delle pazienti®? per poi ritornare piu elevati dopo il parto.

In ogni caso, i livelli di assistenza diabetologica sembrano migliorare
progressivamente in tutto il mondo, grazie alla crescente sensibilizzazione
¢ disponibilita di materiali per I’automonitoraggio e la terapia. I dati del
National Health And Nutrition Examination Survey (NHANES) 1999-2004
dimostrano un lento ma costante aumento della percentuale di pazienti
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statunitensi con HbA I¢ inferiore a 7.0%“?. Probabilmente in connessione con
questo fenomeno positivo, anche i dati epidemiologici raccolti in Scandinavia
e nel Wisconsin mostrano una minore incidenza cumulativa di retinopatia
proliferante nei pazienti che hanno contratto il diabete tipo 1 negli anni piu
recenti®®*, Nella coorte dello studio DCCT/EDIC, a 30 anni dall’ingresso
nello studio, I’incidenza cumulativa della retinopatia proliferante ¢ risultata
del 21% nei pazienti che furono randomizzati alla terapia ottimizzata, contro
il 50% in quelli che rimasero a trattamento convenzionale®?.

Benché importanti dal punto di vista generale, la ricaduta di questi
dati sul paziente individuale rimangono da verificare. E possibile che la
progressione della retinopatia venga ritardata, piuttosto che ridotta, e che
con il prolungamento dell’aspettativa di vita dei pazienti diabetici il risultato
finale sia uno spostamento della curva di incidenza e che la retinopatia
compaia lo stesso, solo piu tardi. Dati estrapolati dalla casistica del DCCT
avevano mostrato che il trattamento insulinico ottimizzato per tutta la vita
prolungherebbe di 14,7 anni il periodo libero da retinopatia proliferante, di
8,2 anni il periodo libero da edema maculare e di 7,7 anni il periodo libero
da cecita®), a fronte di un rischio di ipoglicemie gravi di due o tre volte
maggiore ¢ dell’aumento di peso. Infine rimangono possibili altri fattori
predisponesti non meglio identificati come suggerito dalla pratica clinica
quotidiana e la cui importanza fu ben dimostrata, sempre nella casistica
DCCT. Infatti uno studio retrospettivo di tutti i pazienti che parteciparono
allo studio dimostro che il 10% di quelli che erano rimasti nel miglior
quintile di HbAlc (£ 6.87%) sviluppo comunque retinopatia mentre ben
il 43% di quelli che erano rimasti nel quintile peggiore (HbAlc > 9.49%)
non svilupparono lesioni retiniche nel corso dello studio“®. La ricerca di
determinanti genetiche che rendono 1 pazienti suscettibili alla, o protetti
dalla, microangiopatia rimane un campo aperto che ha finora prodotto pochi
risultati generalizzabili.

Attualmente, il principale mezzo terapeutico a nostra disposizione
per prevenire il deficit visivo conseguente alla retinopatia diabetica ¢ la
fotocoagulazione laser, che riduce del 95% I’incidenza di cecita da retinopatia
proliferante e del 50% la perdita di acuita visiva dovuta all’edema maculare®”.
Quando il laser non ¢ sufficiente, perché applicato tardivamente o perché
la retinopatia ¢ molto aggressiva, possono essere prese in considerazione
procedure di chirurgia vitreo-retinica (vitrectomia)“®,

Poiché 1 livelli di glicemia e pressione arteriosa raccomandati dalle linee-
guida non sono sempre raggiungibili, e poich¢ la retinopatia si puo sviluppare
anche nei pazienti ben compensati, ¢ indispensabile 1’organizzazione
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di programmi di screening sistematico della popolazione diabetica. Per
screening si intende una procedura diagnostica semplice, applicata ad
un’intera popolazione a rischio, con lo scopo di individuare lesioni severe che
possono essere sottoposte ad idoneo trattamento prima che causino sintomi
o danno funzionale. Lo screening non rappresenta percio un iter diagnostico
completo, ma una metodica per individuare i pazienti che necessitano di
ulteriori indagini.

Lefficacia dello screening per la retinopatia diabetica ¢ stata dimostrata in
quei luoghi, quali I’Islanda o la Svezia, in cui ha portato alla riduzione della
cecita correlata al diabete“”. Un programma nazionale di screening capillare
della retinopatia ¢ stato istituito nel Regno Unito®”, ed i risultati saranno
disponibili nei prossimi anni.

Nuove prospettive terapeutiche

La mancanza di una terapia mirata a specifici meccanismi patogenetici
rimane un grave limite alla prevenzione della cecita secondaria al diabete.
Numerose evidenze sperimentali suggeriscono un coinvolgimento del sistema
renina-angiotensina (RAS) ed ¢ probabile ’esistenza di un RAS intraoculare
fisiologicamente attivo, con 1’angiotensina 2 che, tramite i recettori AT-1,
favorirebbe 1’espressione retinica di VEGF e la proliferazione endoteliale.
Lo studio EUCLID®Y aveva segnalato che il lisinopril, un ACE-inibitore,
riduce la progressione della retinopatia e I’incidenza della forma proliferante
in pazienti con diabete di tipo 1. Peraltro, la retinopatia non era un obiettivo
primario dello studio, che risultava sottodimensionato dal punto di vista
statistico. Il piu recente studio ADVANCE/ ADREM (ADvance REtinal
Measurements)©®? sembra mostrare un effetto protettivo, non statisticamente
significativo, sulla progressione della retinopatia di un altro ACE-inibitore,
il perindopril, associato a un diuretico, 1’indapamide, in un gruppo di 1241
patienti con diabete tipo 2.

DIRECT (Dlabetic REtinopathy Candesartan Trials) ¢ un gruppo di 3
studi clinici multicentrici, randomizzati e controllati con placebo, finalizzati a
verificare se il blocco farmacologico del RAS mediante Candesartan, 32 mg,
sia in grado di prevenire la comparsa della retinopatia diabetica in pazienti
con diabete di tipo 1 (DIRECT Prevent-1) e di prevenirne la progressione o
favorirne la regressione in pazienti con diabete di tipo 1 (DIRECT Protect-1)
e tipo 2 (DIRECT Protect-2)®*>, In totale sono stati randomizzati 5231
pazienti normoalbuminurici. Tutti i pazienti con diabete tipo 1 e il 27% di
quelli con diabete tipo 2 erano normotesi mentre gli altri erano in trattamento
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con farmaci per I’ipertensione non bloccanti il sistema RAS. Il follow-up
medio ¢€ stato di 4,7 anni.

DIRECT Prevent-1 ha mostrato che il candesartan riduce del 35% il
rischio di insorgenza della retinopatia nel diabete di tipo 1, con un NNT di
18 pazienti trattati per prevenire un evento. La stadiazione della retinopatia
al termine dello studio era significativamente piu favorevole nei pazienti
trattati con candesartan sia in DIRECT Prevent-1 che in DIRECT Protect-1
(539, come pure in DIRECT Protect-26%. Quest’ultimo studio ha dimostrato
una riduzione del 13%, non statisticamente significativa, del rischio di
progressione della retinopatia ed un aumento del 34%, altamente significativo,
delle probabilita di miglioramento della stessa nel diabete tipo 2, con un
NNT di 21 pazienti trattati per un evento conseguito. I risultati di DIRECT
Protect-2 rappresentano la prima descrizione in letteratura di regressione
della retinopatia diabetica indotta da un farmaco. Leffetto favorevole del
blocco del RAS ¢ stato confermato dallo studio RASS (Renin Angiotensin
System Study)®> condotto su 285 pazienti normotesi trattati con enalapril 20
mg/die, losartan 100 mg/die o placebo. Enalapril e losartan hanno ridotto le
probabilita di progressione della retinopatia rispettivamente del 65 e 70% in
pazienti con diabete di tipo 1.

Sebbene 1 risultati degli studi precedenti siano fortemente indicativi di un
effetto positivo del blocco di RAS nelle prime fasi della retinopatia diabetica,
nessuno di essi fu sufficiente per la registrazione di questa indicazione
specifica. Quindi, il loro uso non puo essere formalmente raccomandato nei
pazienti con RD che non abbiano anche ipertensione e / o microalbuminuria.

Per quanto riguarda altri possibili meccanismi, lo studio FIELD ha
dimostrato in pazienti trattati con fenofibrato 200 mg/die una riduzione di
circa il 30% della necessita di trattamento laser, sia per edema maculare
che per retinopatia proliferante. Il farmaco preveniva la progressione della
retinopatia gia esistente, indipendentemente dagli effetti metabolici del
farmaco, ma non dimostrava efficacia in termini di prevenzione primaria®®,
Peraltro, ’eventuale effetto sulla retinopatia rappresentava un obiettivo
terziario, misurato in 1012 sui 9795 pazienti dello studio. Un altro studio
clinico, ACCORD®%, ha confermato la riduzione della progressione della RD
nei pazienti con diabete di tipo 2 trattati con fenofibrato e statine, rispetto ai
pazienti trattati con statine da sole. I possibili meccanismi di questa azione
inattesa del fenofibrato restano da chiarire.

Da lungo tempo si sospetta che un’aumentata tendenza all’aggregazione
piastrinica nel diabete giochi un ruolo nel determinare le occlusioni capillari
che caratterizzano le fasi intermedie della retinopatia non proliferante.
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Sottoposti a trial clinici ancora negli anni 70 e ‘80, gli antiaggreganti
piastrinici (aspirina, dipiridamolo, ticlopidina) hanno dimostrato una
modesta efficacia nel rallentare la formazione di nuovi microaneurismi nella
retinopatia non proliferante iniziale®”*® ma di non influenzarne 1’evoluzione
quando questa abbia raggiunto le forme pre-proliferanti e proliferanti®.
Laspirina non aumenta tuttavia il rischio di emorragie dai neovasi, per cui la
retinopatia proliferante non rappresenta una controindicazione al suo uso per
altre indicazioni®.

Lunico esempio di un trattamento efficace e con meccanismo patogenetico
nella RD ¢ 1’uso di agenti anti-VEGF nel DME. Lespressione intraoculare
del VEGF ¢ aumentata nel DME® ed esso potrebbe essere il mediatore
principale di un aumento della permeabilita retinica®. Gli agenti anti-VEGF
devono essere iniettati direttamente nel corpo vitreo ad intervalli regolari. Il
bevacizumab, il ranibizumab e il pegaptanib e il VEGF Trap-Eye sono i piu
studiati. Se il trattamento laser consente al massimo di preservare 1’acuita
visiva, alcuni studi sostengono che con iniezioni ripetute di 1,25 mg di
bevacizumab®?, 0,5 mg di ranibizumab® e 0,3 mg di pegaptanib® la visione
possa migliorare. Un miglioramento medio dell’acuita visiva di 4.7 lettere
¢ stato ottenuto con una media di cinque iniezioni di 0,3 mg di pegaptanib
in 36 settimane ¢ di 5,6 lettere con una media di nove iniezioni di 1,25 mg
bevacizumab in 1 anno. Inoltre VEGF Trap-Eye ha mostrato una promettente
riduzione dei tempi per avere dei risultati in uno studio di fase 119,

Infine, triamcinolone intravitreale ¢ stato ampiamente usato per il trattamento
di DME e PDR, considerando la presenza di componenti inflammatorie nella
patogenesi di queste fasi della RD®®, Tuttavia, i benefici sono di breve durata,
accompagnati da alti tassi di cataratta, glaucoma ed infezioni, e I’acuita visiva
a tre anni risulta peggiore di quella ottenuta con il solo trattamento laser®”. I
benefici sull’acuita visiva ottenuti con gli steroidi sono paragonabili a quelle
degli anti-VEGF solamente nei pazienti afachici®®. Sono peraltro in corso
studi clinici sugli effetti di impianti endoculari di cortisonici a lento rilascio
che, pur conservando gli effetti collaterali del triamcinolone, eviterebbero la
necessita di iniezioni ripetute con i rischi connessi.

Conclusioni

Nel complesso, i risultati dei trial clinici suggeriscono che interventi con
farmaci sistemici mirati ai possibili meccanismi patogenetici potrebbero
essere efficaci nella retinopatia iniziale o lieve, piuttosto che negli stadi
moderati o avanzati, dove i danni a carico della parete capillare e della



174

neuroretina potrebbero essere ormai troppo progrediti. Qui si pone il problema
dell’esistenza o0 meno di un “punto di non ritorno” nella storia naturale della
retinopatia.

I farmaci antiaggreganti piastrinici apparivano rallentare la retinopatia
in uno stadio molto iniziale caratterizzato dalla presenza dei soli
microaneurismi®”®, ma non successivamente quando prevalevano i fenomeni
di occlusione capillare®®. Anche in DIRECT Protect-2¢% la somministrazione
di candesartan era associata alla regressione della sola retinopatia minima o
lieve (cio¢ alla presenza di microaneurismi con rare microemorragie, essudati
duri e/o noduli cotonosi) mentre anche gli stadi classificati come retinopatia
non proliferante moderata si sono dimostrati non responsivi, suggerendo che
il blocco del RAS possa essere efficace in situazioni piu precoci di quelle
inizialmente ipotizzate, di nuovo quando il danno della parete capillare ¢
minimo. Cio significa che 1’(iper)attivazione del RAS intraoculare esercita
i propri effetti patogeni attraverso meccanismi differenti dall’attivazione
del VEGEF, oppure che quest’ultimo puo avere effetti patogeni indipendenti
dalla nota capacita di indurre iperpermeabilita di parete e neoangiogenesi,
probabilmente legati alle sue proprieta neuroprotettive.

Tuttavia, i dati emersi dallo studio FIELD®® ed ACCORD®% sembrano
mostrare che I’evoluzione della retinopatia possa essere arrestata dal
fenofibrato anche nei suoi stadi piu progrediti, classificati come non
proliferanti moderati e severi, lasciando intravedere la possibilita che
meccanismi patogenetici diversi, responsivi a differenti agenti farmacologici,
intervengano nei vari stadi di tale complicanza.

I progressi avvenuti nel trattamento medico della RD restano incompleti,
proprio come la nostra comprensione dei meccanismi alla base di questa
complicanza. Lutilizzo degli inibitori del VEGF consente di ottenere risultati
importanti nelle fasi avanzate nell’evoluzione della RD, ma siamo ancora
lontani dal giorno in cui la retinopatia sara trattata puntando direttamente alla
causa (come facciamo, ad esempio, con la terapia marziale nell’anemia da
carenza specifica) o ad un meccanismo (come con gli inibitori della pompa
protonica per ’ulcera peptica). Le cause della difficolta a identificare un
primum movens per la retinopatia e, piu in generale, per la microangiopatia
diabetica comprendono una serie di buone ragioni: la mancanza di
finanziamenti e ricercatori dedicati al problema specifico, una patogenesi
presumibilmente multifattoriale, e 1’indubbia complessita dei fenomeni
coinvolti. E auspicabile che, rappresentando il diabete con le sue complicanze
un fenomeno in aumento in tutto il mondo, le sue conseguenze sulla salute e
sulla dimensione economica possano stimolare le ricerche in questo campo.
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Abstract

I linfomi non Hodgkin e le leucemie acute sono patologie molto frequenti
negli ultrasessantenni, con una incidenza di circa 19.7/100,000 per anno
e 15.9/100,000 per anno rispettivamente. Nel nostro centro tra il 2008 e il
2011 abbiamo diagnosticato 331 pazienti con linfoma Non-Hodgkin e 150
con leucemia acuta mieloide, piu del 60% dei pazienti aveva piu di 60 anni.
Recentemente sono stati proposti diversi nuovi approcci per il trattamento
dei pazienti anziani affetti da linfoma. E stata da poco pubblicata una
interim analisi di uno studio multicentrico di fase Ib-II per il trattamento dei
pazienti anziani affetti da linfoma mantellare. In questo studio si ¢ valutata
la tollerabilita e I’efficacia di un nuovo tipo di trattamento con Ofatumumab,
Bendamustina ¢ desametasone rispetto al trattamento standard. Lo studio
mostra una remissione completa nel 88% dei pazienti con la negativizzazione
della malattia minima residua (MRD) su midollo nel 94% dei casi. Anche nel
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trattamento dei pazienti anziani con leucemia acuta mieloide ¢ stato proposto
un trattamento di terapia cellulare basato sulla raccolta di cellule staminali
emopoietiche da sangue periferico di donatori consanguinei aploidentici e
sulla loro reinfusione ai pazienti al termine della chemioterapia di induzione
e di consolidamento. Anche nel nostro centro abbiamo utilizzato questo tipo
di trattamento in 3 pazienti ottenendo promettenti risultati senza tossicita
particolari.

La nostra esperienza evidenzia inoltre che nel trattamento del paziente
anziano sono importanti le comorbidita, un ambiente familiare che sia
vicino al malato e la somministrazione di trattamenti adeguati, perché spesso
trattamenti troppo sottodosati possono essere piu dannosi che di beneficio.

Abstract

Non Hodgkin’s lymphoma and acute myeloid leukemia are frequent disease in older
patients (> 60y), with an incidence of 19.7/100,000 per year and 15.9/100,000 per
year respectively. In our experience between 2008 and 2011 we diagnosed 331
patients with Non-Hodgkin lymphoma and 150 acute myeloid leukemia (AML), more
than 60% of patients was over 60 years old. Recently several new approaches for
treating elderly patients have been proposed for these hematological neoplasm. A first
interim analysis of a multicenter phase Ib-II study for the treatment of elderly patient
affected by Mantle cell lymphoma, has recently been presented. This study evaluates
the efficacy and the safety of a new regimen based on Ofatumumab, bendamustine
and dexametasone vs conventional therapy. Preliminary data show a superiority of
the experimental arm with a complete remission of 88% and a MRD negativization
in 94% of cases. An innovative strategy for the treatment elderly patients affected of
acute myeloid leukemia has been recently published, which consists on the infusion
after chemotherapy of peripheral blood stem cells (PBSC) derived from haploidentical
familial donors. This approach significantly improved the outcome in elderly AML
patients, without major toxicities. We treated 3 patients in our Center with the same
approach, two of them with very unfavorable prognosis, confirming the safety and the
efficacy of this treatment also in high risk patients.

Finally, our clinical experience suggests that important factors for a successful
treatment of elderly patients are: i) lack of comorbidities; ii) a supportive familiar
environment; iii) the intensity of treatment, because a dose reduction often results in
side effects without clinical responses.
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Introduzione

Lo straordinario aumento della aspettativa di vita ha fatto aumentare in
modo esponenziale 1’incidenza di numerose neoplasie ematologiche proprie
dell’anziano. Molte sono le malattie ematologiche che mostrano un’incidenza
particolarmente elevata dopo i 60 anni. Tra queste ci sono i linfomi Non
Hodgkin, un gruppo eterogeneo di neoplasie. L'incidenza dei linfomi Non
Hodgkin ¢ pari a 19.7 casi per 100,000 per anno” ed ¢ progressivamente
incrementata nel corso degli ultimi decenni. Globalmente la diagnosi di
linfoma Non Hodgkin prevale tra i soggetti di sesso maschile e in eta avanzata:
I’incidenza raggiunge il picco tra i 65 e i 74 anni. Anche nelle mielodisplasie e
nelle leucemie acute mieloidi I’eta mediana alla diagnosi ¢ avanzata, 67 anni.
Sebbene la sopravvivenza globale in queste patologie sia variabile nell’ambito
dei vari sottotipi, la prognosi puo essere particolarmente sfavorevole, come
purtroppo accade nella maggior parte dei pazienti con leucemia acuta mieloide
e mielodisplasie. Pertanto una questione da affrontare nel trattamento dei
pazienti oncoematologici ¢ la gestione dei pazienti anziani.

Le strategie terapeutiche adottate per la cura delle neoplasie ematologiche
prevedono I’impiego della chemioterapia, di anticorpi monoclonali e in alcuni
casi si ricorre al trapianto di cellule staminali emopoietiche. Spesso questi
trattamenti possono essere tossici e potenzialmente pericolosi per i pazienti
anziani. In questa categoria di pazienti la situazione ¢ particolarmente delicata
perché da un lato occorre avviare il trattamento per arrestare il decorso della
malattia che puo essere rapidamente mortale; d’altro canto la terapia deve
essere adeguata altrimenti rischia di essere inefficace. In molti casi, per non
precludere il trattamento di una neoplasia ematologica basandosi unicamente
sull’eta del paziente, sono stati sviluppati schemi di terapia a dosi adattate
al fine di ridurre la tossicita ed ottenere 1’efficacia terapeutica che, in alcune
neoplasie ematologiche, pud condurre alla guarigione.

La casistica del nostro centro

Da un’analisi della casistica che afferisce alla S.C.D.U. Ematologia e
Terapie Cellulari dell’Ospedale Mauriziano Umberto [ abbiamo potuto
constatare che il campione riflette in modo particolarmente evidente
I’incremento di incidenza della maggior parte delle neoplasie ematologiche
nei pazienti anziani. Leta mediana dei 331 pazienti con diagnosi di Linfoma
Non Hodgkin afferiti nel nostro Centro dal 2008 al 2011 ¢ 64 anni con range
18-97 anni. Se si osserva la distribuzione dell’incidenza della malattia nelle
diverse fasce di eta si conferma il dato gia noto della prevalenza di diagnosi
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tra gli ultrasessantenni, 68% dei pazienti; tra questi il 28% dei pazienti ha eta
compresa tra 60 e 70 anni, 24% tra 70 ¢ 80 anni, il 16% oltre 80 anni.

Una delle neoplasie ematologiche che ¢ tipicamente piu frequente
nell’anziano ¢ la Leucemia Linfatica Cronica. Sono 243 i casi diagnosticati
presso la nostra Ematologia dal 2008 al 2011. L’eta mediana ¢ 73 anni, con
range 40-95. Tra questi 1’11% ha eta inferiore a 60 anni, il 29% tra 60 e 70
anni, 38% tra 70 e 80 anni e 22% ¢ ultraottantenne. Anche nel gruppo dei
disordini mielodisplastici e delle Leucemie Acute Mieloidi, corrispondenti a
150 nuovi casi tra i1 2009 e il 2011, si € osservata nella nostra casistica la nota
prevalenza della diagnosi in eta avanzata. In particolare I’eta mediana alla
diagnosi ¢ 77 anni e il picco di incidenza ¢ stato osservato nella fascia di eta
compresa tra i 70 e gli 80 anni.

Progressi nella terapia: I’esempio del linfoma mantellare

Un esempio emblematico della possibilita di ottenere ottimi risultati anche
nel trattamento delle neoplasie ematologiche dell’anziano ¢ rappresentato
da uno schema di terapia che ¢ stato recentemente sviluppato per i pazienti
affetti da Linfoma Mantellare. Nell’ambito dei vari sottotipi istologici il
linfoma Mantellare costituisce il 6% dei Linfomi Non Hodgkin e prevale
nei pazienti di etd compresa tra i 50 e i 70 anni®. All’esordio si presenta in
genere in stadio avanzato con frequente interessamento midollare e splenico.
Il decorso ¢ moderatamente aggressivo ed ¢ caratterizzato da scarsa risposta
alla chemioterapia®. Il tasso di risposte complete alla chemio-immunoterapia
standard con lo schema Rituximab-CHOP (Ciclofosfamide, adriblastina,
vincristina, prednisone) o Rituximab-Bendamustina varia nei diversi studi dal

Farmaco Dose/via di somministrazione Giorno
Desametasone (mg) 40; ev 1,2,3.4
Ofatumumab (mg) 300 (1° dose); 1000 (succ.); ev 1
Bendamustina (mg/m?) 120; ev 2,3

5;s¢ 5-9
G-CSF (ng/kg) 10; sc 10-fino a raccolta

Tabella I. Schema del protocollo di trattamento DOT. Il G-CSF ¢ somministrato al quarto
ciclo per la raccolta di cellule staminali e dopo il sesto ciclo nei pazienti che hanno fallito la
mobilizzazione dopo il quarto ciclo. Negli altri casi é somministrato in caso di neutropenia.
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34 al 50%. In uno studio italiano multicentrico di fase Ib-II si sta valutando,
in pazienti con linfoma Mantellare di eta superiore a 60 anni, I’efficacia
di un nuovo schema di chemio-immunoterapia che prevede 1I’'impiego di
Ofatumumab, un anticorpo monoclonale anti-CD20 di nuova generazione,
in associazione a Bendamustina e desametasone (Tabella I). Dall’analisi ad
interim eseguita sui primi 26 pazienti arruolati ¢ emerso che 1’eta mediana
della popolazione in studio era di 69 anni (range 60-82) e ¢’era una prevalenza
di pazienti che presentavano uno stadio avanzato. I risultati relativi al tasso
di risposta completa al termine del trattamento hanno rilevato una netta
superiorita della nuova associazione chemio-immunoterapica con 88% di
risposte complete a fronte di una bassa tossicita. La proporzione di pazienti
con negativizzazione della malattia molecolare a livello midollare a 6 mesi dal
termine del trattamento ¢ stata pari al 94%“. Queste risposte finora osservate
nello studio e ottenute in una popolazione fragile sono state promettenti e
vanno a consolidare ’idea che in assenza di comorbidita anche i pazienti
anziani possono essere trattati con 1’obiettivo di ottenere la remissione.

La leucemia mieloide acuta dell’anziano: palliazione o terapia?

La problematica della gestione delle neoplasie ematologiche dell’anziano ¢
ancora piu sentita nel trattamento della leucemia mieloide acuta. La prognosi
per i pazienti che non possono effettuare un trattamento intensivo ¢ nella
gran parte dei casi infausta. La questione ¢ molto dibattuta nella comunita
scientifica e si € cercato anche di identificare degli score di comorbidita per
selezionare i pazienti che possano beneficiare di un trattamento intensivo
nonostante 1’eta avanzata.

A questo proposito in un interessante studio svedese ¢ stata indagata la
correlazione tra tipo di approccio terapeutico ¢ I’outcome dei pazienti con
diagnosi di Leucemia Acuta Mieloide®. I dati relativi a 2767 pazienti sono
stati rilevati dal registro svedese delle Leucemie Acute Mieloidi. Leta
mediana dei pazienti con questa diagnosi ¢ 72 anni, con un picco di incidenza
tra 80 e 84 anni. Almeno il 70% dei pazienti ultraottantenni ha un buon
performance status. Nelle diverse aree geografiche svedesi si ¢ osservata
una variabilitd nell’atteggiamento terapeutico con prevalenza di centri che
hanno adottato un approccio intensivo nelle regioni del nord e una maggiore
tendenza alla terapia di palliazione nei centri delle regioni meridionali. Con
grande rilevanza, lo studio ha dimostrato che la terapia intensiva standard
riduce piuttosto che aumentare la percentuale di mortalita precoce ed ¢ un
prerequisito per la sopravvivenza a lungo termine nella maggior parte dei
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pazienti di eta superiore a 80 anni. I risultati di questo studio suggeriscono
che la remissione, seppur di breve durata, ¢ un obiettivo ragionevole anche
nei pazienti anziani.

La leucemia mieloide acuta dell’anziano: il trapianto “al contrario”

Nella leucemia mieloide acuta il trapianto allogenico di midollo da
donatore HLA-compatibile ¢ al momento 1’unico trattamento proponibile con
possibilita di efficacia duratura, ma tale procedura viene riservata a pazienti
che presentino segni di marcata riduzione dell’estensione della malattia e
generalmente con un eta inferiore ai 65 anni. Va aggiunto che comunque per
molti pazienti spesso non ¢ disponibile un donatore familiare compatibile.
Quindi ’opzione del trapianto allogenico convenzionale ¢ al momento
impraticabile nei pazienti anziani.

Recentemente ¢ stato pubblicato sulla rivista internazionale “Blood” da un
gruppo cinese uno studio clinico randomizzato, nel quale 30 pazienti con eta
> 60 anni, affetti da leucemia mieloide acuta, sono stati trattati all’esordio di
malattia con chemioterapia convenzionale, seguita, a distanza di 48 ore, dalla
infusione di cellule staminali ematopoietiche del sangue periferico ottenute
da un donatore consanguineo aploidentico, ovvero non-HLA identico. Nella
maggior parte dei casi, il donatore aploidentico era un figlio del paziente.
Questo trattamento ¢ stato ripetuto per altre 2 due volte, anche dopo la
chemioterapia di consolidamento con alte dosi di citarabina (Figura 1). Il
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Figura 1. Schema del protocollo di trattamento con cellule staminali periferiche aploidentiche
in associazione alla chemioterapia convenzionale in pazienti anziani con leucemia acuta.
G-PBSC indica PBSC (Peripheral Blood Stem cells) mobilizzate con il G-CSF; Ara-c indica
citarabina; MIT, mitoxantrone; INDI, prima induzione; IND2, seconda induzione; PSRI,
primo trattamento post-remissione; PSR2, secondo trattamento post-remissione.
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risultato del trattamento non ¢ stato I’attecchimento delle cellule del donatore
bensi il loro rigetto: per questo 1’abbiamo definito il trapianto “al contrario”.
Nei pazienti trattati, in effetti, le cellule trapiantate non hanno attecchito,
ma hanno comunque esercitato un potente effetto anti-leucemico: rispetto ai
pazienti trattati con sola chemioterapia convenzionale, che in accordo con la
casistica internazionale hanno un’aspettativa di vita inferiore a 2 anni nel 90%
dei casi, il 40% dei pazienti trattati con le cellule aploidentiche ¢ risultato vivo
e libero da malattia a distanza di 5 anni. Inoltre il trattamento non ha mostrato
alcun tipo di tossicita: non vi sono state particolari reazioni avverse né si ¢ mai
manifestato alcun segno o sintomo della temibile “Graft versus Host Disease”
(GVHD) che frequentemente si osserva nei trapianti allogenici di midollo.
Al contrario, I’infusione delle cellule aploidentiche ha consentito di ridurre
la tossicita della chemioterapia, riducendo i tempi di recupero ematopoietico
e conseguentemente I’incidenza delle infezioni post-chemioterapia. Quindi
le cellule infuse sono risultate di “supporto” alla ripresa ematopoietica dopo
chemioterapia di induzione, ma questo non ¢ sufficiente a spiegarne I’efficacia
terapeutica, che potrebbe essere ascrivibile sia all’attivita antitumorale di
alcune sottopopolazioni linfocitarie presenti nella reinfusione (in particolare
le cellule NK), sia al forte stimolo che le cellule allogeniche del donatore
esercitano sul sistema immunitario del paziente, in particolare sui linfociti T.
Questo tipo di approccio percio offre il vantaggio di poter effettuare
programmi terapeutici innovativi senza dover rinunciare ai trattamenti
convenzionali: la classica chemioterapia di induzione delle leucemie mieloidi
acute, infatti, fa comunque parte del trattamento proposto. Nel nostro centro
abbiamo trattato tre pazienti anziani (> 60 anni) affetti da leucemia mieloide
acuta su base compassionevole, dopo avere ottenuto parere favorevole dal
nostro Comitato etico®. Rispetto all’esperienza del gruppo cinese, i nostri
3 pazienti erano tutti affetti da leucemia acuta ad alto rischio. Una paziente
(paziente #1) aveva una leucemia secondaria insorta durante la chemioterapia
effettuata per carcinoma ovarico e un sottotipo di leucemia tra le piu
aggressive, vale a dire una leucemia bifenotipica con un cariotipo complesso;
gli altri 2 pazienti avevano una leucemia secondaria a mielodisplasia. Abbiamo
utilizzato il medesimo protocollo pubblicato su Blood, raccogliendo mediante
aferesi la cellule staminali del sangue periferico del donatore aploidentico
dopo stimolazione con fattore di crescita granulocitario (G-CSF) per 4
giorni. Una quota della cellule raccolte ¢ stata reinfusa ai pazienti 2 giorni
dopo il termine della chemioterapia di induzione, mentre le restanti cellule
sono state criopreservate per successive eventuali reinfusioni da effettuarsi
nel caso il trattamento mostrasse di avere qualche beneficio, con segni di
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Figura 2. Riassunto della paziente #1 durante i primi 2 cicli. ANC, conta assoluta dei neutrofili.

regressione della malattia. Abbiamo verificato preliminarmente in vitro nei
nostri laboratori che i linfociti del paziente fossero reattivi contro i linfociti
del donatore familiare mediante un test di coltura mista linfocitaria. Alla
reattivita dimostrata in vitro ha fatto sempre riscontro in vivo il rigetto delle
cellule del donatore e 1’assenza della temibile GVHD. Infatti la terapia ¢ stata
ben tollerata in tutti ai casi e non si ¢ mai osservata nessun complicanza a
breve e a lungo termine riconducibile alla infusione delle cellule. La paziente
#1 ha avuto una risposta parziale, dopo la quale abbiamo effettuato una
chemioterapia di salvataggio e reinfuso nuovamente le cellule aploidentiche del
figlio, ottenendo una remissione completa, seppur di breve durata (Figura 2).
La paziente infatti dopo 2 mesi ¢ recidivata ed ¢ deceduta poche settimane
dopo. Anche gli altri 2 pazienti sono stati sottoposti a chemioterapia standard
e reinfusione di cellule aploidentiche da donatore consanguineo (sempre dai
figli). Un paziente non ha avuto risposta, ha rifiutato ulteriori trattamenti ed
¢ deceduto pochi mesi dopo. Lultima paziente trattata ha avuto una risposta
completa e non ha potuto effettuare ulteriore chemioterapia a causa di una
endoftalmite fungina (Fusarium) secondaria a diabete e sinusite cronica,
sviluppata al termine del trattamento. Nonostante sia stata sottoposta ad un
solo ciclo di terapia, questa paziente ¢ attualmente in remissione completa di
malattia dopo un anno di follow up.

In conclusione, la risposta completa ottenuta in 2 pazienti su 3 ¢ molto
promettente in qualche modo inaspettata soprattutto considerando la tipologia
di pazienti trattati, tutti con prognosi molto sfavorevole. Sulla base di questa
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esperienza preliminare, stiamo preparando un protocollo clinico sperimentale
da sottoporre al comitato etico, per valutare 1’efficacia della procedura nei
pazienti anziani, specialmente in quelli con meno opzioni terapeutiche di
successo, vale a dire quelli con leucemia acuta secondaria a mielodisplasia o
a precedente chemioterapia‘®.

Conclusioni

Dall’analisi della nostra casistica abbiamo potuto vedere che anche
nel paziente anziano si ottengono sempre piu frequentemente risultati
clinicamente inaspettati. A questo proposito, vi sono tre aspetti importanti da
sottolineare:

1) il paziente non deve avere eccessive comorbidita;

2) ¢ fondamentale un ambiente familiare che sia vicino al malato, ed occorre
sottolineare che nella nostra realta ¢ cio che si osserva nella maggior parte
dei casi;

3) il medico deve voler cercare di somministrare il massimo del trattamento,
perché trattamenti troppo sottodosati possono essere pitt dannosi che di
beneficio.

Quando si sono verificate queste condizioni, abbiamo sicuramente
ottenuto risultati promettenti e questo atteggiamento sembra adesso ancora
piu praticabile e con maggiori possibilita di successo grazie ad alcune
opportunita emergenti, sia come nuovi agenti farmacologici sia come strategie
terapeutiche.
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Riassunto

Lo European Master in Disaster Medicine ¢ un corso di alta formazione
in Medicina delle Catastrofi erogato in e-learning e frequentato da discenti
provenienti da tutto il mondo. Il programma comprende 1) una fase a distanza
articolata in piu sezioni, ciascuna guidata da un membro del corpo docente,
basata sull’apprendimento per risoluzione di problemi e completata da
attivita collaborative in gruppo; 2) un corso residenziale di due settimane,
dove gli studenti interagiscono con i docenti in dibattiti, verificano la capacita
di applicare quanto appreso a distanza, svolgono esercizi di simulazione
virtuale e dal vivo; 3) la compilazione di una tesi ¢ 4) un esame finale on-
line. Gli sviluppi tecnologici piu interessanti che caratterizzano questo corso
internazionale vanno nella direzione del game-based learning, ovvero lo
sviluppo di ambienti virtuali che permettono di costruire scenari di grandi
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incidenti, di definire piani di emergenza per gli ospedali dell’area, e di
simulare uno scenario di incidente ipotizzato, allo scopo di valutare la risposta
all’emergenza e la validita dei piani elaborati dai discenti.

Abstract

The European Master in Disaster Medicine is an advanced training course in Disaster
Medicine delivered in e-learning format and attended by students from all over
the world. The program includes 1) a distance learning path, divided into several
sections, each led by a member of the faculty, based on problem-based learning and
collaborative activities to be completed in groups; 2) a two-week residential course,
where students interact with teachers in debates, verify the ability to apply what they
have learned at a distance, have the opportunity to be involved in virtual and live
simulations; 3) the writing of a research thesis, and 4) a final online exam. The most
interesting technological developments that characterize this international course go in
the direction of game-based learning, namely the development of virtual environments
that allow to build scenarios of major incidents, to define plans for hospitals in local
area, and to simulate assumed mass casualty events to evaluate the efficacy of medical
disaster response and the validity of the plans drawn up by the learners.
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1. Introduzione

I disastri sono definiti come emergenze sanitarie in cui i bisogni eccedono
le risorse disponibili®V. Le emergenze ed i disastri colpiscono tutte le parti
del mondo e causano danno alle persone, alle infrastrutture, all’economie ed
all’ambiente®. Purtroppo si stima che nel corso del XXI secolo il numero
dei disastri tendera ad aumentare a causa dell’aumento della popolazione,
della degradazione ambientale, del cambiamento climatico e dello squilibrio
economico fra le diverse aree del globo®. Un’analisi attenta degli eventi
mostra che la risposta al disastro e la magnitudine delle conseguenze ¢
strettamente dipendente della capacita di risposta dei sistemi locali, delle
risorse disponibili e del livello di preparazione.

La formazione gioca pertanto un ruolo chiave nel fornire quelle conoscenze
e quelle capacita pratiche che sono spesso estranee alla abituale pratica
professionale®. Eventi, quali disastri o maxiemergenze, richiedono che il
personale sanitario abbia un’elevata esperienza clinica, ma anche delle abilita
non propriamente sanitarie, come nozioni di logistica e tattica. A tutt’oggi
perd non esistono metodologie standard ed uniformi per la formazione
professionale degli operatori sanitari nonostante la World Association of
Disaster and Emergency Medicine abbia enfatizzato la necessita di un
approccio sistematico e maggiormente scientifico®.

Lo European Master in Disaster Medicine (EMDM) ¢ un tentativo di
rispondere a questa esigenza: attivo da 12 anni ha gia contribuito a formare
alcune centinaia di professionisti provenienti dai cinque continenti®. Tl
corso si avvale di una metodologia centrata sulla risoluzione di problemi,
e fa uso di tecnologie dell’informazione e dalla comunicazione sia per lo
svolgimento a distanza di gran parte del corso, sia per la realizzazione di
simulazioni individuali e di gruppo. In questo capitolo si descriveranno gli
obiettivi, I’ambiente per 1’apprendimento a distanza, la metodologia didattica
(con particolare attenzione all’uso della simulazione). Sara inoltre discusso il
metodo adottato per la valutazione continua del processo formativo.

2. 11 Master Europeo in Medicina dei Disastri

Lo EMDM ¢ un master di II livello organizzato dall’Universita del Piemonte
Orientale e dalla Vrije Universiteit Brussel. Istituito nel 2000 con 1’obiettivo
di armonizzare e standardizzare la formazione in medicina dei disastri a
livello europeo, ebbe subito il supporto di numerose societa scientifiche e
associazioni internazionali quali 1’Organizzazione Mondiale della Sanita,
I’International Committee of Red Cross, la European Academy of Disaster
Medicine e la European Society for Emergency Medicine.
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Ad oggi, oltre alle due Universita fondatrici, partecipano nell’ organizzazione
del master altre cinque istituzioni internazionali: Centre for Teaching &
Research in Disaster Medicine and Traumatology, LinkOping, Svezia;
University of California at Irvine, Center for Disaster Medical Science,
USA; University of Geneva, Faculty of Medicine and University Hospital of
Geneva, Svizzera; Swiss Academy for Military and Disaster Medicine, Bern,
Svizzera.

Giunto alla sua undicesima edizione, il Master conta circa 370
professionisti provenienti da 60 paesi diversi che dal 2005 si sono riuniti in
una associazione di Alumni con ’obiettivo di contribuire allo sviluppo della
medicina dei disastri come disciplina accademica promuovendo un approccio
basato sull’evidenza e finalizzato allo studio dei fenomeni sanitari legati ad
eventi maggiori.

2.1 L’obiettivo didattico

Lo scopo ultimo dell’educazione medica ¢ migliorare la prestazione
clinica, piuttosto che aumentare la mera conoscenza. In una disciplina come
la Medicina dei Disastri, dove 1’obiettivo primario € la cura delle vittime,
I’allievo deve utilizzare una combinazione di conoscenza, capacita ed
attitudini professionali”. Tale combinazione identifica la competenza, ossia la
determinata abilita a svolgere uno specifico servizio professionale. Nel caso
di eventi disastrosi, tale servizio ¢ rappresentato dalla gestione sanitaria delle
operazioni di soccorso sia nella fase acuta successiva all’evento che quella
piu tardiva di recupero per poi continuare con la preparazione ad affrontare il
prossimo evento. Lo EMDM pertanto si pone come obiettivo quello di creare
professionisti della gestione di crisi sanitarie maggiori in tutte le sue fasi, con
particolare attenzione all’aspetto tattico e strategico. Per fare cid si prefigge
di trasferire conoscenze teoriche, di garantire 1’acquisizione di attitudini
appropriate e verificare il conseguimento di osservabili capacita meccaniche
ed intellettuali.

2.2 L’ambiente didattico

I disastri sono situazioni complicate e stressanti, caratterizzate da una
sostanziale incertezza, dalla compressione del tempo e dalla necessita di cure
qualificate. Gli enti e le agenzie coinvolte nella gestione di questo tipo di crisi
lavorano di concerto per cercare di ridurre al minimo mortalita e morbilita. Il
singolo individuo ha necessita di interagire e collaborare con categorie diverse
di professionisti ed operatori, mettendo a disposizione le proprie competenze
e nello stesso tempo richiedendo il supporto di altre figure.
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Per ottenere al meglio questo risultato lo EMDM si basa su un ambiente
didattico collaborativo, nel quale cio¢ lo studente oltre che lavorare per il
raggiungimento dei propri obiettivi formativi individuali deve lavorare in
piccoli gruppi per raggiungere un obiettivo comune. [’approccio didattico
si basa quindi sul collaborative problem solving, dove la risoluzione dei
problemi avviene attraverso le interazioni tra un gruppo di persone nel
quale nessun singolo individuo possiede tutte le risorse ¢ nessun singolo
individuo ha probabilita di risolvere il problema o raggiungere gli obiettivi
senza almeno qualche input dagli altri membri del gruppo stesso®. Tale
approccio ¢ risultato efficace sia se applicato alla didattica tradizionale che
a distanza®.

Il programma risulta inoltre innovativo per la metodologia con cui viene
erogato, in quanto combina didattica tradizionale con didattica a distanza.
Il Modular Object-Oriented Dynamic Learning Environment (Moodle) ¢
utilizzato come Learning Management System (LMS) in quanto offre ottime
possibilita di interazione. La piattaforma web viene utilizzata come stazione
di apprendimento, sistema di tutoraggio, contenitore di informazioni e centro
di comunicazioni, sincrone ed asincrone'”. Moodle viene utilizzato come
ambiente di apprendimento ¢ formazione a distanza (FAD) rappresentando
il punto di incontro di diversi modelli teorici e tendenze dottrinarie, basate
sulle teorie dell’apprendimento attivo, con un ruolo sempre piu dinamico
assegnato ai soggetti coinvolti nei processi di apprendimento che tendono
a personalizzarsi al fine di superare il modello di attivita formativa basato
sulla mera erogazione di informazioni come avveniva spesso nella semplice
didattica tradizionale.

o s i s Simulazioni virtuali
Principi teorici c am o o
individuali

Verifica degli obiettivi
raggiunti

A
Simulazioni dal vivo a Simulazioni virtuali di
grandezza reale gruppo

Figura 1. Ciclo formativo EMDM.
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In linea generale, lo EMDM si basa su una concezione ciclica e graduale
della formazione. Il piano didattico prevede in modo sequenziale:

1) una trasmissione dei principi teorici, generali e specifici, di gestione di
eventi disastrosi,

2) l’acquisizione di capacita meccaniche ed intellettuali attraverso simulazioni
virtuali individuali,

3) il raggiungimento di attitudini specifiche e competenze gestionali e
strategiche attraverso simulazioni di gruppo virtuali ed a grandezza reale,
ed infine

4) verifica degli obiettivi didattici raggiunti (Figura 1).

2.3 La struttura e la metodologia didattica
Il format educativo prevede:

1) un periodo di auto-apprendimento sotto la supervisione e la guida di
docenti e/o tutor basato su metodologia problem-based ed integrato in una
piattaforma di e-learning su Moodle;

2) un corso residenziale di due settimane durante il quale gli studenti
incontrano i docenti ed i tutor interagendo in dibattiti, esercitazioni e
letture, verificando 1’abilita dei discenti di mettere in pratica le nozioni
acquisite di gestione sanitaria di situazioni di disastro;

3) una esercitazione funzionale a grandezza reale di gestione di una
maxiemergenza a conclusione del periodo residenziale;

4) la partecipazione ad attivita di simulazione online relative a scenari
catastrofici che valutano la capacita di risposta sanitaria ed organizzativa;

5) la stesura di una tesi o un progetto di ricerca in medicina dei disastri sotto
la supervisione di un tutor;

6) un esame finale online costituito da una simulazione elettronica di gestione
sanitaria di un evento catastrofico ed un questionario a risposta multipla sui
contenuti del master.

Questa proposta formativa nell’ambito della Medicina dei Disastri
rappresenta un esempio unico di blended learning in quanto unisce
strumenti formativi tradizionali (aula in presenza, coaching, mentoring,)
e online (FAD, forum, ecc.), al fine di offrire un sistema di apprendimento
flessibile ed integrato'’). In sostanza, si utilizzano in maniera sinergica
auto-apprendimento, aula tradizionale, nuove metodologie formative, FAD,
strumenti di apprendimento collaborativi.
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3. Simulazione

In genere nell’esercizio dell’attivita medica, il risultato deleterio di un
trattamento ¢ descritto come “errore” medico. Evitare gli errori richiede una
combinazione di fattori tra cui esperienza, capacitd cognitive, attenzione e
motivazione!'?. Lesperienza risulta sicuramente essere un ottimo insegnante
in quanto non solo espone a fatti, ma genera conoscenza in un contesto
significativo. Ovviamente 1’esperienza puo essere guadagnata nel mondo reale
dove gli errori pero hanno un impatto negativo. Questo si amplifica nel caso di
eventi che coinvolgono molti individui come i disastri, e dove le conseguenze
di un singolo errore possono essere molto pitt deleterie. E nostra convinzione
che I’esperienza possa essere acquisita e valutata attraverso I’esposizione a
simulazioni.

Luso della simulazione in medicina, in generale, ed in medicina
dei disastri, in particolare, ¢ ampiamente documentato!!3!4I151617.18) T ¢
simulazioni esperenziali sono giochi di apprendimento dove i partecipanti
hanno un ruolo attivo nella simulazione di un processo o un sistema. Si crea
un ambiente realistico, governato da una serie di regole, nel quale gli allievi
compiono azioni significative e sperimentano conseguenze appropriate
come risposta al loro comportamento in quell’ambiente". Il motore chiave
delle simulazioni esperienziali ¢ il concetto di learning by doing: i discenti
partecipano attivamente, analizzano informazioni, prendono decisioni
e vivono il risultato delle loro azioni, migliorando il loro processo di
apprendimento®®?,

Nell’ambito dello EMDM la simulazione viene utilizzata in varie forme
e in diverse fasi del processo formativo: dal punto di vista degli strumenti
utilizzati, si spazia da simulazioni table-top a esercitazioni a grandezza reale,
ad ambienti virtuali. Tali sistemi complementari permettono ai discenti di
mettere alla prova le proprie competenze in materia di pianificazione della
risposta alle emergenze, ma anche la capacita di sperimentare quanto appreso
rispondendo in tempo reale ad esempi concreti di situazioni catastrofiche. Un
secondo obiettivo ¢ far conoscere ai discenti vari metodi e sistemi utilizzabili
per la formazione delle diverse figure professionali preposte alla gestione
delle emergenze.

3.1 Riceland

Si tratta di un ambiente virtuale in cui gli studenti vengono immersi dopo
aver appreso le nozioni teoriche della disciplina: sulla base di tale ambiente
i discenti acquisiscono capacita gestionali e strategiche attraverso le
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simulazioni individuali e di gruppo fable-top. All’interno di questo ambiente
virtuale, che riproduce pero fedelmente le strutture sanitarie, logistiche e
I’organizzazione istituzionale della provincia di Novara, i partecipanti sono
divisi in piccoli gruppi e lavorano come responsabili del sistema sanitario
con I’obiettivo di creare il piano per il massiccio afflusso di pazienti in
caso di maxiemergenze o disastri, sia per gli ospedali che per il sistema di
emergenza territoriale.

Esplorando una mappa posta sulla piattaforma web gli studenti vengono
a conoscenza delle caratteristiche geografiche della regione, delle risorse
disponibili, delle strutture viarie, dei presidi industriali e delle citta. I vari
nosocomi vengono quindi rappresentati con maggiore dettaglio, tanto
in termini di risorse umane che materiali, presenti e potenzialmente
implementabili. Utilizzando forum interattivi, che coinvolgono sia un
Sim-master (figura che coordina il gioco garantendo le risposte necessarie
alle richieste degli studenti) che i tutor degli ospedali, si definiscono le risorse
disponibili ed utilizzabili, i possibili rischi e le misure per far fronte ad un
eventuale scenario di massiccio afflusso. Web-meeting sincroni completano i
sistemi di comunicazione a disposizione degli studenti. Al termine del lavoro
ogni gruppo redige il proprio piano di intervento in caso di evento maggiore,
il quale viene valutato sia dai docenti che dai partecipanti degli altri gruppi.
Lo stesso piano sara poi testato con una conclusiva simulazione virtuale di
gruppo durante la fase residenziale dello EMDM con I’utilizzazione dei
programmi simulativi riportati nel paragrafo 3.3.

3.2 Simulazione table-top (Emergo Train System®)

Emergo Train System® (ETS) ¢ uno strumento pedagogico di
simulazione sviluppato dal Centre for Teaching and Research in Disaster
Medicine and Traumatology dell’Universita di Linkdping in Svezia ed ¢
ad oggi usato in numerosi paesi. CETS consiste di simboli magnetici
che si posizionano su lavagne bianche in cui vengono illustrati scenari di
disastro e riprodotte sezioni di ospedali. Una banca di circa 300 vittime
permette di simulare eventi di diversa gravita. Il sistema ¢ utilizzato per
analizzare I’appropriatezza dei piani di emergenza e la gestione clinica delle
vittime. I risultati permettono di identificare punti di forza e di debolezza
nell’organizzazione di un sistema. Inoltre I’ETS, basandosi su criteri di
valutazione misurabili, permette di comparare eventi simulativi e relativi
risultati sia fra diverse organizzazioni che in una stessa organizzazione a
distanza di tempo.
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3.3 Simulazione collaborativa computerizzata (simulatori HDPnetS e ISEE)

Il simulatore ISEE (Interactive Simulation Exercises for Emergencies),
sviluppato da un consorzio di universita ed imprese private europee nel
contesto del Progetto Leonardo da Vinci Il e ispirato ad un precedente
simulatore (HDPnetS) (Hospital Disaster Preparedness Network Simulator",
¢ un’applicazione specificamente disegnata per la valutazione degli aspetti
tattici e strategici dei piani di emergenza attraverso tutta la catena della
risposta ad un evento disastroso. Lapplicazione si prefigge di vedere come
i partecipanti, in un dato scenario, utilizzano le scarse risorse disponibili. 11
simulatore riproduce fedelmente in 2D I’ambiente di Riceland (Figura 2), i
veicoli di soccorso, il personale sanitario in servizio e reperibile e tutti gli
equipaggiamenti disponibili proprio secondo le indicazioni dei piani per il
massiccio afflusso di pazienti realizzati durante il lavoro collaborativo svolto
a distanza. Si tratta di giochi di ruolo, che sottendono un modello complesso
che vincola lo svolgimento del gioco, il quale include tutte le informazioni
sulle caratteristiche dell’incidente e possibili ulteriori eventi che potrebbero
scatenarsi in maniera dinamica e consequenziale, del sistema di risposta
territoriale di emergenza, degli ospedali, e di tutte le vittime da soccorrere
nonché su tutte le azioni che ciascun giocatore, calato in un dato ruolo,

Figura 2. Ambiente virtuale di Riceland riprodotto con il simulatore ISEE (Interactive
Simulation Exercises for Emergencies).
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puo svolgere e le relative conseguenze®?. I partecipanti sono quindi forzati
a tenere in considerazione gli aspetti logistici dei tempi di attivazione, dei
tempi di trasporto e di trattamento delle vittime che evolveranno in base
alla correttezza delle scelte fatte e della loro tempestivita. In altre parole, il
sistema pone i discenti davanti a problemi di natura tattica e strategica che
sono costretti ad affrontare i gestori del soccorso durante eventi reali.

La valutazione di indicatori di performance, quali ad esempio la correttezza
del triage, il numero di trattamenti corretti eseguiti, il numero di esami
diagnostici richiesti, 1’esecuzione di azioni chiave di comando, permette
quindi di valutare la qualita della risposta del sistema sanitario consentendo
una successiva revisione dei piani.

3.4 Simulazione a grandezza reale

Le simulazioni su scala reale hanno acquistato negli ultimi anni un
sempre maggiore credito tanto come strumento per l’addestramento che
come strumento di valutazione della risposta d’emergenza®. Lefficacia
di tali eventi simulativi ¢ perd subordinata al realismo delle azioni e dello
scenario e all’accuratezza dell’analisi delle azioni svolte, che possono
risultare problematici negli ambienti dinamici, come le simulazioni di
maxiemergenza®. Le simulazioni a grandezza reale permettono di valutare
sia procedure che funzionalita delle strutture quali ospedali, centrali
operative, etc. Normalmente coinvolgono tutti gli enti e le organizzazioni che
partecipano al soccorso in caso di crisi.

Il realismo ¢ garantito dall’intervento di figuranti che, adeguatamente
truccati simulano le condizioni cliniche delle vittime (Figura 3).

Gli studenti dello EMDM partecipano come operatori sanitari in questo
ambiente reale che conoscono nonostante la differente provenienza geografica
grazie alla familiarita con I’ambiente virtuale di Riceland. Sono quindi
chiamati a gestire le operazioni di risposta interagendo e collaborando con
altri operatori sanitari, con personale tecnico del soccorso e con le forze
dell’ordine, ancora una volta in un ambiente di apprendimento esperienziale
(Figura 3). Una valutazione qualitativa e quantitativa delle azioni svolte
conclude I’evento formativo.

Lutilizzo di nuove tecnologie, tanto nella progettazione, implementazione,
raccolta dei dati e ricostruzione degli eventi, fornisce una visione coerente
degli azioni cruciali e quindi migliorare I’efficacia della simulazione. Negli
ultimi anni ¢ stato sviluppato un sistema per la creazione, valutazione e
successiva ricostruzione delle esercitazioni su scala reale accessibile da
computer e smartphone.
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Figura 3. Immagine scattata durante la simulazione a grandezza reale organizzata per la 1X
edizione dello EMDM.

Lapplicazione, denominata “DSS — Disaster Simulation Suite®”, realizzata
utilizzando il linguaggio PHP e il Database Management System MySQL,
consta di 4 strumenti:

— Disaster Scenario Creator - permette di selezionare la tipologia di evento, il
numero delle vittime che si desidera simulare, la loro gravita media e genera
un set di vittime, la cui distribuzione delle lesioni € determinato su base
epidemiologica. Il database di vittime da cui vengono estrapolate ¢ stato
costruito con casi clinici di pazienti ammessi nel dipartimento di emergenza
dell’Ospedale Maggiore della Carita di Novara durante il servizio ordinario.
Per ciascuna vittima lo strumento fornisce in forma cartacea delle Dynamic
Victim Cards, in cui sono rappresentati i parametri vitali; linee guida per
i figuranti; istruzioni per i truccatori; risultati dei test di laboratorio e di
radiologia (diversi sulla base del tempo trascorso e dei trattamenti eseguiti)
e moduli per la raccolta di dati (tempi interazione sanitario-vittima e tempi
di trattamento).

— Disaster Simulation Manager - permette di inserire online i dati sui

trattamenti effettuati dal personale medico sulle vittime ed il tempo in cui
azioni chiave sono condotte; permette la raccolta online di predeterminati



201

indicatori di performance da parte degli osservatori; permette la gestione
del laboratorio e della radiodiagnostica in ambiente intra-ospedaliero con
la possibilita di stampare esami ed immagini delle vittime, in accordo
con la loro evoluzione clinica e i trattamenti effettuati al momento della
richiesta; facilita infine il recupero dei moduli cartacei di raccolta dati alla
fine dell’esercitazione.

— Disaster Simulation Reviewer — consente 1’analisi e la rapida valutazione
dell’intera esercitazione in maniera quantitativa con l’ausilio di grafici e
tabelle. In particolare vengono discriminati:

1) rapidita di evacuazione delle vittime dalla scena;

2) accuratezza del triage,

3) gestione delle vittime in base al codice di priorita,

4) correttezza delle azioni di comando e controllo,

5) correttezza dei trattamenti effettuati,

6) appropriatezza di esami di laboratorio e di radiodiagnostica effettuati,
7) rapidita di gestione delle vittime nel dipartimento di emergenza.

— Disaster Simulation Tracker — consente il tracciamento geografico nel
tempo di vittime e personale sanitario, mediante 1’utilizzo di tecnologie
RFID e GPS e visualizzazione in remoto dell’esercitazione.

Conclusioni

Fino a qualche decade fa, i disastri erano visti come eventi straordinari
la cui gestione era affidata alle sfortunate popolazioni colpite senza tenere
in considerazione le implicazioni e le cause che li hanno generati. Oggi
questa attitudine sta progressivamente cambiando dando maggiore enfasi
alla prevenzione e preparazione contro tali eventi. Una sempre maggiore
importanza ha assunto la formazione specifica di professionisti sanitari con
competenze spesso estranee alla pratica clinica e gestionale di ogni giorno. Le
nuove tecnologie informatiche hanno gradualmente trovato maggiore spazio
in quest’ambito motivate anche dalle nuove teorie didattiche di apprendimento
dell’adulto. L’associazione di diversi strumenti didattici ¢ in grado di
ottimizzare il processo di apprendimento e quindi di migliorare 1’efficacia
didattica®. Lo EMDM rappresenta un valido esempio di questo approccio,
condotto in parte utilizzando metodologie di e-learning, ed inoltre sfruttando
le potenzialita del game-based learning. Inoltre gli ex-studenti hanno dato vita
alla EMDM Alumni Association una vera e propria comunita capace di dare
continuita all’obiettivo di condivisione e creazione di conoscenza nel settore.
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Riassunto

A fine Ottocento le idee sulle diseguaglianze intellettuali e sulla superiorita
del maschio rispetto alla femmina erano espresse anche dalle forti personalita
di Cesare Lombroso, di Paolo Mantegazza e¢ di diversi altri autorevoli
rappresentanti della medicina del tempo. Tuttavia, una lettura della trattatistica
medica e segnatamente di quella fisiologica tra la fine del XVIII e la prima
meta del XIX secolo dimostra che il concetto di una naturale inferiorita della
donna era gia saldo nel pensiero scientifico precedente.

Abstract

At the end of the nineteenth century beliefs about intellectual inequalities and
superiority of the man upon the woman were also expressed by eminent personalities
like Cesare Lombroso, Paolo Mantegazza and many other great representatives of the
medical science of the time. However, a reading of the medical treatises, and especially
the physiological works, demonstrate that between the end of the eighteenth century
and the first half of the nineteenth century, the idea of a natural inferiority of the
woman was already well-established in the previous scientific thought.
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Le celebrazioni del centenario della morte di Lombroso, nel 2009, hanno
visto riproporre anche il tema di una certa misoginia dello scienziato, le
cui idee contribuirono a rinforzare il concetto di una naturale inferiorita
femminile, usando la suggestione di una terminologia darwiniana con
stereotipi culturali intrinseci alla teoria generale dell’evoluzione. La donna
normale, piu resistente alle malattie e conservatrice della specie, sarebbe
meno intelligente dell’'uomo ed in un certo senso piu atavica, meno evoluta
e meno differenziata. Progressista in politica, Lombroso non si opponeva
al riscatto della condizione delle donne rispetto a certe diseguaglianze di
diritti. Riusciva anche ad esprimersi in favore del divorzio, ma di fronte alle
esigenze dell’emancipazionismo il suo pensiero si arrestava ed arretrava. Si
andava verso la fine del secolo XIX e con le altre voci, anche in concorrenza
con ’antico ed ora non piu amico Cesare Lombroso, emergeva la potenza
comunicativa di un altro medico, Paolo Mantegazza. Protagonista tra i piu
ascoltati nella divulgazione delle idee scientifiche, Mantegazza non aveva
mancato di spiegare le indubitabili diversita esistenti tra maschio e femmina
e vi aggiungeva la certezza che la donna ¢ come un uomo arrestato nel suo
sviluppo. Forse una parte delle differenze psichiche proveniva dal ruolo
subordinato in cui la donna era stata sempre tenuta, ma la condizione
oppressiva non bastava a spiegarne la inferiorita. Con espressioni di sicurezza,
palese confessione del proprio intendere di maschio, Mantegazza scriveva che
la donna era stata, era e sarebbe sempre stata meno intelligente dell’uomo:

noi vogliamo la donna molto donna e vogliamo quindi, che
corrisponda fisicamente non solo, ma moralmente e intellettualmente
al tipo del suo sesso. Fisicamente ci ripugna se ha la barba e non ha
fianchi; moralmente, se € senza cuore o prepotente; intellettualmente,
se emerge nelle lettere e nelle scienze /.../ la donna fu ed ¢ e sara
sempre meno intelligente dell’uomo; e il carattere generale del suo
pensiero ¢ quello di essere infantile. Nella lunga via dell’evoluzione
intellettuale essa si ferma sempre a stazioni piu vicine al punto di
partenza /.../ la folle mania dell’uguaglianza, utopia delle utopie, ha
spostato il problema, invocando per la donna diritti eguali ai nostri;
noi tutti dobbiamo invece adoperarci, perché essa goda non dei
nostri, ma dei suoi diritti".

Con molto meno visibilita di Lombroso o di Mantegazza, su questo oggetto
si era espresso anche il direttore del manicomio di Girifalco, Silvio Venturi,
che in un saggio di psicopatologia sociale (Le mostruosita dello spirito, 1899),
su una impostazione di dottrina diversa dalla scuola lombrosiana, spiegava
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come la genialita intellettuale fosse rara nella donna. Era in sostanza lo stesso
modo di intendere di un affermato ginecologo del tempo, il socialista Luigi
Maria Bossi, professore nell’Universita di Genova:

\

Moleschott giunse a dire che 'utero ¢ nella donna un secondo
cervello. Certo straordinaria ¢ ’influenza che l’utero esercita sul
fisico della donna /.../ asseri la donna altro non essere che un veicolo
per uova, si vedrebbe perd come tutte le sue funzionalita convergono
alla funzionalita generativa. Leso 1’utero tutti gli altri organi, e
specialmente il sistema nervoso, ne risentono®.

Bossi era convinto della influenza che le alterazioni della sfera genitale
determinavano sul sistema nervoso e sulla psiche della donna e non temeva
di essere accusato di esagerazione affermando che due terzi degli squilibri
nervosi e psichici femminili, un gran numero di psicopatie ed anche certe
forme criminali della donna, erano dipendenti da alterazioni degli organi
genitali. Era la stagione in cui l’intesa tra psichiatri e ginecologi nella
clinica era giunta a proporre finanche 1’ovaroclasia, con speciali strumenti
chirurgici studiati per distruggere 1’ovaio nel trattamento delle manifestazioni
isteriche. Venne poi il neurologo Paul Julius Moebius che pubblicava in
Germania il libello L'inferiorita mentale della donna (1900), spiegando come
quell’inferiorita mentale fosse da ritenersi un postulato fisiologico:

la donna ¢ qualche cosa di mezzo fra il fanciullo e 'uomo, e lo ¢
altresi, almeno per molti riguardi, anche dal punto di vista psichico
/.../ nella donna sono meno sviluppate che nell’uomo porzioni del
cervello, le quali sono della massima importanza per la vita psichica,
quali le circonvoluzioni del lobo frontale e temporale /.../ la deficienza
mentale della donna non solo esiste, ma per di pit ¢ necessaria; non
soltanto ¢ un fatto fisiologico, ma ¢ altresi un postulato fisiologico®.

Per il neurologo tedesco ogni sforzo diretto a rimuovere le naturali differenze
che facevano la donna intellettualmente inferiore era inevitabilmente
destinato a fallire, perché I’inferiorita era legata a realta biologiche e non a
condizionamenti sociali o culturali.

Queste idee sui caratteri psicofisici differenti nei due sessi, con la forza di
tante voci diverse di antropologi e freniatri espliciti nello spiegare 1’inferiorita
intellettuale della donna, anche d’intesa con i ginecologi, hanno stimolato
la nostra curiosita verso certe idee scientifiche di quel momento. I processi
di discriminazione che si agirono dentro il determinismo biologico della
seconda meta del XIX secolo sono gia ben noti*®. Tuttavia, ci sembrava
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che la storiografia non avesse ancora sufficientemente indagato le origini di
quell’argomentare scientifico. Abbiamo cosi scelto di percorrrere la strada di
una analisi delle fonti nelle quali — prima di Lombroso e della sua epoca — si
leggevano le diseguaglinze di identita maschile o femminile. E crediamo di
aver dimostrato che nel riconoscere il femminile in una naturale inferiorita
rispetto al maschile, ad alimentare e rinforzare i pregiudizi, I’ammaestramento
della scienza medica aveva ben preceduto Lombroso, Mantegazza, Bossi,
Moebius e i loro contemporanei che in realta avevano solo recuperato un
concetto di naturalita gia saldo nel pensiero medico precedente. Lo avevano
irrobustito e se ne erano fatti divulgatori di successo, nutrendosi con le idee
di chi, prima di loro, aveva descritto la donna meno intelligente e pitt emotiva
dell’uvomo®®. Dunque occorre guardare piu lontano e cercare le anticipazioni
di certe presunzioni che poi, nei decenni del trionfo positivista, alimentarono
le teorie antropologiche, freniatriche e ginecologiche sulla struttura psichica
della donna. Si vedra che 1 medici della seconda meta dell’Ottocento, con le
loro voci molto ascoltate, avevano dato corpo divulgativo robusto a idee che
gia da molto tempo circolavano nei trattati di medicina e che si trascinarono fin
dentro il positivismo. La medicina su questi temi transito dai sistemi di stampo
settecentesco all’Ottocento scientifico con animo conciliante, per affermare
che una differenza naturale era innegabile e cosi asseverava 1’ineluttabilita dei
destini diversi maschili e femminili nella societa. Una ideologia naturalistica
diffusa sosteneva la inferiorita della donna con molte argomentazioni. In
diversi trattati si spiegava ancora che 1’uomo ¢ “caldo e secco”, mentre la
donna deve essere “umida” e di temperamento sanguigno, come sarebbe il
maschio in eta infantile. Cabanis nella memoria De ['influence des sexes sur
le caracteére des idées et des affections morales, vedeva nella donna “la pulpe
cérébrale plus molle, et le tissu cellulaire plus muqueux et plus lache”, mentre
notava il vigore del sistema nervoso e del sistema muscolare maschile. Si deve
poi riconoscere 1’influenza di Pierre Roussel, autore del Systeme physique et
moral de la femme (1775), letto ed apprezzato in tante successive edizioni e
traduzioni fin dentro il secolo XIX. Anche Roussel spiegava che la fisiologia
femminile “si piegava naturalmente” al concetto di temperamento sanguigno,
con tracce della dottrina degli umori e delle qualita di caldo, freddo, secco e
umido degli antichi. Era indiscutibile I’idea che le differenze avessero influenza
sul modo di sentire, di pensare e di agire ed era assai saldo il concetto di
“simpatia” tra le varie parti dei corpi, intesa come un rapporto di vicendevole
influenza tra 1 diversi organi, anche se distanti tra loro. Il pensiero fisiologico
di primo Ottocento si legge nel monumentale Dictionnaire des sciences
medicales (Parigi 1812-1822). La voce Femme occupa piu di centocinquanta
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pagine, nelle quali ci si aggira tra le consuete distinzioni di sesso, tra forza
e grazia, tra ragione e passione, tra luoghi comuni e affermazioni temerarie
o banali. Si scriveva che ogni individuo femminile ¢ creato unicamente per
la propagazione della specie, perché gli organi della riproduzione sono il
centro di tutta la struttura della donna. Dall’utero originavano influenze e
irradiazioni verso tutti gli altri organi, nella fisiologia come nella patologia,
sicché la dottrina della “simpatia” guidava ad ammettere come indubitabile
I’interdipendenza tra utero e cervello. Correvano le descrizioni delle diverse
complessioni di architettura dello scheletro e dei muscoli, delle qualita della
pelle, della forma di distribuzione pilifera. Le femmine hanno ossa piu
piccole, sottili, esili; hanno un tessuto cellulare piu spongioso, pit umido;
nella costituzione femminile si ha una quantita di liquidi maggiore rispetto
ai solidi; il tessuto grassoso ¢ piu esteso; il polso ¢ piu piccolo e rapido; il
sangue si porta maggiormente nella cavita addominale e pelvica; la donna
preferisce nutrirsi con cibi diversi da quelli di cui si nutre abitualmente
I’uomo; persino nella dentizione si troverebbero differenze, perché le donne
dovrebbero avere meno molari e perché in loro non emerge sempre il dente
del giudizio e via dicendo. In queste corrispondenze tra parti anatomiche
si imbrogliava una trattazione meccanicistica delle misteriose funzioni
dello psichismo. Ai pilastri che gia reggevano ’edificio delle differenze si
era aggiunto quello delle misurazioni del cranio e dell’encefalo, guida utile
alla concettualizzazione di una minore capacita intellettuale della donna.
11 lobo anteriore nel cervello femminile era di dimensioni minori rispetto a
quello dell’uvomo, mentre sembrava piu sviluppata la parte superiore della
zona occipitale. Anche il cervelletto si vedeva piu piccolo. La differenza
di conformazione definiva ovviamente le diverse funzioni. La costituzione
corporale della donna ¢ simile alla natura del bambino o a quella dell’eunuco:
non riuscire a dominare a lungo le sensazioni, in una continua oscillazione di
sentimenti. Ricca di dettagli risultava la descrizione dei profili di personalita
e di psichismo, correlati sempre alla “simpatia” che collegava 1’utero agli
altri organi. Era evidentemente una costruzione concettuale fondata sulla
dominanza delle funzioni generatrici, perché il femminile si incardinava quasi
esclusivamente alla maternita. La donna esiste per essere madre ¢ questa frase
si trovava ripetuta nei trattati di fisiologia. Il genere femminile inclina per
natura al sentimento, alla bonta ed all’assistenza, ma pure, all’opposto, vi
possono essere donne capaci di deragliare dalle proprie naturali virta e allora
sarebbero attrici di vizi e crudelta in misura superiore all’uomo. E chiaro
che qui si offrivano anticipazioni dell’antropologia criminale lombrosiana
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di un cinquantennio dopo. Il genere femminile era sempre stato estraneo
alle conquiste dello spirito umano e tutti sapevano che & proprio del mondo
femminile il lasciarsi persuadere dai ciarlatani, il divenire sibille, pitonesse,
streghe, ’aderire ad eresie, superstizioni e credulitd. Quando gli studi si
aggiornavano e svelavano molte funzioni della vita, una parte della trattatistica
fisiologica ancora si adagiava nelle differenze naturali:

ogni sesso ha in tutta la sua economia si distinti attributi, che si
richiederebbero volumi a tutti descriverli. Chi non conosce la
mobilita nervosa e la maggiore sensibilita della donna. In lei tutto ¢
sensazione, sente € molto e giustamente; pertanto il sentimento fa in
lei le veci di giudizio; il suo tatto si mostra squisito € pronto; sente
e tosto decide secondo la sensazione, prima anche d’aver tempo per
giudicare. Quanto non si disputod sul grado delle sue facolta morali
ed intellettuali! Quante volte non si cerco di eguagliarle a quelle
dell’uvomo.

Anche il fisiologo Michele Medici non sembrava aver dubbi quando
scriveva che in certe donne destinate dalla natura alla sterilita si vedevano
molti caratteri dell’uomo:

e di tali donne favellando /.../ dird che hanno un portamento nobile,
le forme del corpo gentili a un tempo, e robuste, serio lo aspetto,
la voce grave, e talvolta una lanugine al mento, e al petto, la cute
non tanto liscia, né molle, mancanza dei mestrui, gagliardia di
movimenti, tolleranza delle fatiche®.

Si descrivevano le diversita scheletriche e muscolari, ma quando ci si
inoltrava nelle funzioni intellettuali le spiegazione diventavano opinioni. La
donna ha piu attivita di sentimenti e meno energia di volonta, ha una sensualita
piu delicata, passioni piu vive, ma meno profonde, piu pudore, piu gaiezza e
piu curiosita, ma solo di “choses personelles™:

Quant aux facultés intellectuelles et aux sentiments moraux, qui
s’influencent tant mutuellement et dont les variétés sont infinies, on
a dit, d’une maniére trés générale, et par consequent qui apprend peu
de choses, que l’intelligence domine chez ’homme, et le sentiment
chez la femme, que 1’un pense plus qu’il ne sent, 1’autre sent plus
qu’elle ne pense®.

In area italiana circolava il Dizionario di medicina (Venezia 1833- 1840)
esemplato sull’opera francese gia citata, da cui derivava come traduzione,
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ma con molti aggiornamenti ed aggiunte. Vi leggiamo la lunga voce Donna
che manteneva salda ’idea della forte influenza esercitata dagli organi della
generazione su tutto 1’organismo. La diversita segnava gusti, tendenze,
inclinazioni, difetti. La debolezza muscolare e I’inferiorita intellettuale
obbligavano la donna ad esistere solo dentro i confini della famiglia e per
piacere all’uomo:

gli organi destinati ad indicare in ispecialita il suo sesso /.../
diventano in qualche guisa la radice e la base della struttura interna
della donna /.../ & creata per piacere all’uomo. Ella esiste per lui,
per andargli a genio, per essergli giovevole, per farsi da esso amare
e onorare, allevarlo giovane, consolarlo se grande, e rendergli la vita
aggradevole ed amena; ecco i suoi doveri in ogni tempo, ed ecco la
parte che natura le destino /.../ potressimo piuttosto sussistere noi
senza di loro, anziché le donne senza di noi!'?.

Il difetto intellettuale non si riteneva emendabile nemmeno con
un’educazione diversa da quella convenzionale. Linferiorita non discendeva
dalla troppo lieve istruzione, ma era determinata dalla natura che non
consentiva sforzi intellettuali alle donne, esposte alla tirannia delle sensazioni,
schiave dei propri sensi e della propria immaginazione, atte piu a sentire che
a creare. Le donne brillano per spirito amabile, seguono il proprio gusto ed
in generale non sanno nulla di profondo. In una scienza medica segnata dalle
suggestioni del magnetismo era facile insinuare che sono degli individui
magnetici per eccellenza, con una eccessiva suscettibilita del sistema nervoso.
Tanto sensibili, soffrono piu spesso il bisogno di dormire, ma di un sonno meno
profondo, disturbato dai sogni ed anche accompagnato da “sonnambulismo”:

I’'uomo e la donna non solo differiscono pei loro organi genitali
propriamente detti, ma tutte le altre parti della loro organizzazione,
sebbene analoghe, portano I’impronta della differenza del loro sesso;
non evvi verun organo che sia loro comune e niuna delle loro funzioni
che non presenti qualche specialita /.../ sul viso i muscoli riescono
meno distinti, immersi in piu grasso, locché rende la fisonomia delle
donne piu inclinevole alla espressione dell’occhio ed al sorriso che
all’azione degli altri lineamenti“".

Il sesso penetra talmente con la sua influenza negli organi al punto da dare
carattere specifico ad ogni parte e ad ogni osso dello scheletro. Sono diversi i
capelli, le unghie, la pelle e il tessuto cellulare sottocutaneo, piu abbondante
nella femmina. Il dizionario spiegava le differenze di nutrizione, sistema
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linfatico, parenchimi, secrezioni ed escrezioni e del sistema circolatorio, cosi
come il ruolo centrale dell’utero nelle sue connessioni con tutti gli altri organi,
attraverso le funzioni del simpatico. Nella donna dominano le facolta affettive
e nell’'uomo quelle intellettive. Una donna poteva farsi scrittrice, ma solo di
romanzi, mentre non avrebbe avuto alcun valore nelle cose di scienza: le donne
scienziate erano sempre state poche e quelle che si dicevano tali apparivano
inevitabilmente “ridicole”. Si arrivava ad ammettere che, dando buone prove
in opere intellettuali, una donna poteva addirittura perdere le grazie del suo
sesso. Qui sembra proprio di cogliere un avvertimento che 1’uomo di medicina
voleva far giungere alle donne, un consiglio a restare nei loro ruoli per non
guastare bellezza e grazia. Spiegava che se fossero state diverse avrebbero
cessato di appartenere al loro sesso. Ansaldo Feletti, primario negli ospedali di
Bologna, nel 1870 conosceva qualche donna dispensatrice di rimedi curativi
empirici, ma si doveva diffidarne, cogliendone addirittura I’abnormita fisica:

si chiamano donne, né veramente so il perché; io le direi piuttosto
esseri neutri, non offrendo esse i caratteri spettanti all’'uomo, e meno
quelli proprj della donna: del primo non hanno la forza, la fermezza,
il senno; della seconda non la grazia, la dolcezza, 1’abnegazione.
Nel maggior numero dei casi il volto s’accorda coll’animo; e vien
fatto di trovar guernite di peli le labbra che lasciano passare voce di
donna: ovvero una promiscuita di lineamenti virili e donneschi nella
medesima faccia'?.

Si tratta di un pensiero sempre uguale dall’inizio alla seconda meta del
secolo. Le scuole di medicina formavano i loro allievi senza staccarsi da
queste salde visioni e si conoscono le resistenze opposte dalla Facolta Medica
di Parigi alle donne che, intorno al 1870, aspiravano agli studi di medicina.
Lo stato giuridico femminile non consentiva pieni diritti, ma pure si segnalava
la natura incompatibile con la professione medica perché le donne non
avrebbero le qualita virili, ’intelligenza aperta e pronta, il carattere serio e
fermo, il sangue freddo, il dominio completo di sé, il rigore morale e la forza
muscolare, qualita necessarie nell’esercizio della medicina. Le donne nelle
crudezze della professione medica avrebbero perso la grazia, lo charme e le
attrattive del sesso: non sarebbero state pit né donne né uomini. Si arrivava
a scrivere che un medico donna sarebbe apparso come un essere di sesso
dubbio, una sorta di mostruosita ermafroditica’®. Si faceva sentire ed era
molto ascoltata anche la voce di T. L. Bischoff che nel 1872 si dichiarava
deciso avversario dell’ingresso delle donne nella professione medica,
adducendo tra le altre motivazioni anche la conformazione del cervello
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femminile inadeguato a certi studi. Dunque, girata la meta del secolo, una
parte della medicina, con cronica perseveranza, non si staccava ancora dalle
idee che I’avevano nutrita fino dall’inizio del secolo e giustificava la tematica
di realta differenti, la maschile raziocinante e la femminile senziente. Un
fronte culturale era sostanzialmente unitario in questo senso. Indagando
il funzionamento di organi ed apparati del corpo umano si procedeva di
successo in successo, ma i fenomeni della mente non erano esplorabili
con gli strumenti di misurazione quantitativa e davanti alla complessita
dell’organo cerebrale ci si aggirava in labirinti di pensiero, persistendo le
suggestioni della craniometria che misurava crani, pesava cervelli e tracva
conseguenze da una pretesa relativa microcefalia della donna. La lettura del
femminile ricadeva nella antica dottrina di correlazioni tra gli organi della
generazione ed il sistema nervoso, con tutte le generalizzazioni interpretative
che ne discendevano. In Italia correva sulle strade della divulgazione un
volumetto di Filippo Lussana, Fisiologia della donna (in due edizioni:
Padova 1868 e 1874). Lontane dalla solennita dei trattati scientifici, quelle
pagine facili da leggere non si staccavano dalla trattatistica precedente, non
si aggiornavano e riproponevano le argomentazioni ben note sulla morfologia
della massa cerebrale. La conoscenza imperfetta dei meccanismi della mente
si imbrogliava nelle costruzione di ipotesi di corrispondenza tra il fisico ed
il mentale, tra la struttura corporea ¢ le caratteristiche intellettuali e morali.
Si puo notare la banalita di un siffatto orientamento, ma queste spiegazioni
rappresentavano 1’ordinario intendere della scienza medica. Appartenevano
anche a chi, tra gli scienziati, era favorevole ad una moderata emancipazione
delle donne e cosi le certezze mediche si prestavano a rassicurare il pensiero
conservatore preoccupato dell’avanzare delle istanze emancipazioniste.
Offrivano una solida base alle posizioni resistenti. Una conformazione
naturale giustificava le naturali disuguaglianze di ruoli nella societa: ’'uomo
¢ piu forte e percio comanda.

Ecco che dunque possiamo sollevare in parte gli alienisti e antropologi di
fine Ottocento da certe responsabilita scientifiche. Il mondo della medicina,
sulla questione delle differenze tra maschi e femmine, aveva vissuto una
sorta di poco feconda pace interna, di tranquillo conformismo lungo tutto
il secolo XIX. A fine Ottocento le idee sulle diseguaglianze intellettuali
restavano scientificamente indubitabili e godevano di una assai vasta
visibilita, ma non erano del tutto originali. Erano solo diversi i propagandisti.
Lombroso o Mantegazza, con la loro straordinaria notorieta e le forti
personalita divulgative, segnarono veramente il pensiero dell’epoca, ma
dobbiamo intendere che essi si trovarono gia istruiti in certe idee ereditate
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dalla medicina delle generazioni precedenti. Scolpendo in leggi di natura
le iscrizioni di una inferiorita femminile, gia prima di Lombroso, i medici
dell’Ottocento nei loro trattati avevano davano forza a quanti non volevano
trasferire certi diritti alle donne e cosi avevano assolto il loro compito di
solidarieta maschile.
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Riassunto

Negli ultimi decenni del secolo scorso I’epidemiologia ha dato un enorme
contributo alla identificazione delle cause delle malattie croniche. Tuttavia
con il passare del tempo i rischi associati alle esposizioni studiate sono
risultati sempre minori. Le cause di malattia che davano rischi molto elevati
(rischi relativi (RR) di 10-15 per fumo di tabacco e tumore del polmone),
sono stati identificati prima delle cause con rischi meno elevati (fumo attivo
di tabacco e malattie cardiovascolari con RR da 1.5 a 2 e fumo passivo e
tumore del polmone con RR intorno a 1.3). Oggi le cause ambientali delle
malattie croniche (inquinamento atmosferico, componenti della dieta, ad
esempio) sono attribuibili a fattori con RR modesti, anche se diffusi a livello
di popolazione generale. Solo grandi studi di coorti seguite nel tempo o
studi caso-controllo basati su serie di casi emergenti da larghe popolazioni
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di piu paesi o di piu continenti possono aspirare ad identificarle. Lo studio
delle interazioni geni-ambiente ed il recente sviluppo dell’epidemiologia
molecolare ha creato consorzi di studi e di banche biologiche di grandissime
dimensioni. Contemporaneamente lo sviluppo tecnologico dell’informatica
permette oggi 1’utilizzo di grandi basi di dati demografici, di esposizione
e di incidenza e mortalita da malattia che coprono la popolazione europea,
permettendo il collegamento tra le basi dati degli studi epidemiologici e le basi
dati correnti. Lo sviluppo di sensori di monitoraggio individuale sia a livello di
esposizioni che, ad esempio, di parametri biochimici in tele-medicina aprono
nuovi scenari negli studi di popolazione. Il futuro va verso il coordinamento
di queste enormi risorse per la ricerca per poter replicare velocemente i
risultati in popolazioni diverse, per poter rispondere velocemente a quesiti di
interesse per i decisori politici e per poter studiare malattie meno frequenti
ed esposizioni rare. Le prospettive future dell’epidemiologia delle malattie
croniche sono quindi numerose. Tra le molte abbiamo scelto in questa
relazione di affrontare alcuni case-studies sull’inquinamento atmosferico, sui
fattori della dieta e sulle coorti di nuovi nati.

Abstract

In the last decades of last century epidemiology gave a large contribution to the
identification of the causes of chronic diseases. Exposures related to large risk factors
such as active smoking and lung cancer were identified before exposures with smaller
risk such as active smoking and cardiovascular diseases or Environmental Tobacco
Exposure and lung cancer. Today environmental causes of chronic diseases (air
pollution, dietary aliments and nutrients ecc.) are likely to be attributable to very low
risks, prevalent in large populations. Only very large cohorts followed over time or
case-control studies based on populations at European or inter-continental levels will
have sufficient power to identify them. Gene-enviroment interactions studies and the
recent development of molecular epidemiology gave rise to large consortia and large
bio-banks. At the same time the development of computer sciences has made the use of
demographical, exposures and diseases data bases of most of the European population
linking data-bases of consortia studies and data-bases of current data. Monitoring of
individual exposures in environmental epidemiology and the development of e-health
open new scenarios in population studies. Future perspectives in chronic disease
epidemiology are therefore rapidly emerging. Among them we will cover here three
case-studies of air polltution, dietary factors and birth-cohorts.
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Negli ultimi decenni del secolo scorso I’epidemiologia ha dato un
enorme contributo alla identificazione delle cause delle malattie croniche.
La quasi totalita degli agenti cancerogeni sono stati ad esempio classificati
grazie a studi epidemiologici combinati con studi di cancerogenesi animale
e a dati “meccanicistici” che confermavano la plausibilita biologica dei
risultati di questi lavori. Sono stati i decenni degli studi descrittivi sui trend
temporali, sulle differenze di frequenza geografica delle malattie croniche
e del loro variare nelle popolazioni migranti. Negli anni settanta i risultati
di questi studi sono stati alla base dell’ipotesi di lavoro della Agenzia
Internazionale per le Ricerche sul Cancro di Lione (IARC) secondo la
quale tra il 70 e il 90% dei tumori umani ¢ dovuto a fattori ambientali e
pertanto prevenibiliV, indipendentemente dalla loro interazione con fattori
genetici. Ipotesi confermata anche recentemente dagli studi di epidemiologia
eziologica. La Tabella I modificata dalle fonti IARC®¥ evidenzia il contributo
dell’epidemiologia alla conoscenza delle cause delle malattie, ma anche come
con il passare del tempo i rischi associati alle esposizioni ai fattori cancerogeni
siano sempre piu piccoli, anche se diffusi spesso a livello di popolazione
generale. In altre parole le cause di malattia che davano rischi molto elevati
(rischi relativi (RR) di 10-15 per fumo di tabacco e tumore del polmone, ad
esempio) sono stati identificati prima delle cause con rischi meno elevati
(fumo attivo di tabacco e malattie cardiovascolari con RR da 1.5 a 2 ¢ fumo
passivo e tumore del polmone con RR intorno a 1.3).

Oggi I’ipotesi di lavoro degli epidemiologi ¢ che le cause ambientali delle
malattie croniche (inquinamento atmosferico, componenti della dieta, ad

Decennio N° carcinogeni RR
1970-1980 23 >4
1981-1990 27 ~2
1991-2000 24 ~1.5
2001-2010 25 ~13

Tabella 1. Numero di agenti cancerogeni per ['uomo identificati per decennio e stima della
media dei rischi relativi (RR).
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esempio) siano attribuibili a fattori con RR modesti e che solo grandissimi
studi di coorti seguite nel tempo o studi caso-controllo basati su serie di casi
emergenti da larghissime popolazioni di piu paesi o di piu continenti possano
aspirare ad identificarle. Questo ha comportato ¢ comportera sempre piu
il disegno di studi multicentrici, la loro confluenza in consorzi in cui tutti
i ricercatori che hanno dati su una determinata esposizione li mettano in
comune per analisi combinate (pooled). La necessita di studiare le interazioni
geni-ambiente ed il recente sviluppo dell’epidemiologia molecolare, in
cui tecniche molecolari sono applicate agli studi popolazione, ha portato
ad associare a questi consorzi banche biologiche di grandi dimensioni
su centinaia di migliaia di soggetti. Contemporaneamente lo sviluppo
tecnologico dell’informatica permette oggi in tutti i paesi sviluppati 1’utilizzo
di grandi basi di dati demografici, di esposizione e di incidenza e mortalita
da malattia che coprono ad esempio la popolazione europea, permettendo
il collegamento tra le basi dati degli studi epidemiologici ¢ le basi dati
correnti. Lo sviluppo di sensori di monitoraggio individuale sia a livello di
esposizioni nell’epidemiologia ambientale che, ad esempio, di parametri
biochimici in tele-medicina aprono nuovi scenari negli studi di popolazione.
Queste possibilita di utilizzo di dati da fonti diverse sono rilevanti in ogni
campo dello studio della salute umana, ma particolarmente nel settore delle
coorti di nuovi nati dove i soggetti sono seguiti dal periodo in utero in poi,
secondo I’ipotesi di lavoro che le esposizioni precoci determineranno molto
del carico di patologia o salute nel corso della vita. Le prospettive future
dell’epidemiologia delle malattie croniche sono quindi numerose. Tra le
molte abbiamo scelto in questa relazione di affrontare alcuni case-studies su
nuovi studi sull’inquinamento atmosferico, sui fattori della dieta e sulle coorti
di nuovi nati.

Studi epidemiologici sugli effetti dell’inquinamento atmosferico

Lesistenza di effetti avversi per la salute (in termini di mortalita e
morbosita) legati all’esposizione ad inquinamento atmosferico ¢ stata messa
in evidenza a seguito degli episodi di grave inquinamento ambientale avvenuti
negli anni *30-’50 del secolo scorso, quali ad esempio il “Big Smoke” di
Londra del 1952.

La ricerca epidemiologica si ¢ successivamente indirizzata alla
valutazione degli effetti sulla salute di esposizioni ad inquinanti atmosferici
a concentrazioni molto piu basse. Lattenzione si ¢ rivolta in particolare allo
studio degli effetti acuti per la salute, conseguenti ad esposizioni di breve
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periodo. Nella seconda meta degli anni Novanta sono stati avviati studi
multicentrici di grandi dimensioni negli Stati Uniti (il progetto NMMAPS-
National Morbidity, Mortality and Air Pollution Study)® ed in Europa (il
progetto APHEA-AiIr Pollution and Health: a European Approach)®, a cui ne
sono seguiti numerosi altri in diversi Paesi. Lo studio multicentrico italiano
piu recente ¢ rappresentato dal progetto EPIAIR-Inquinamento atmosferico
e salute. Sorveglianza epidemiologica e interventi di prevenzione®, condotto
in dieci citta italiane (Milano, Mestre, Torino, Bologna, Firenze, Pisa, Roma,
Taranto, Cagliari, Palermo). Gli studi epidemiologici disponibili evidenziano
in maniera coerente una associazione tra incrementi sul breve periodo degli
inquinanti atmosferici (in particolare delle polveri aerodisperse) ed effetti
sanitari di diverso tipo (mortalita per cause naturali, ricoveri ospedalieri,
ricorso a prestazioni sanitarie in emergenza).

Meno numerosi sono gli studi che hanno valutato gli effetti avversi per la
salute conseguenti ad esposizioni di lungo periodo ad inquinanti atmosferici.
Le evidenze disponibili su questo argomento derivano principalmente da
studi condotti negli Stati Uniti, e molto si ¢ dibattuto sulla loro applicabilita
nel contesto europeo in relazione alle possibili differenze esistenti tra le
due aree, comprese ad esempio le caratteristiche del traffico veicolare.
Il progetto ESCAPE (European Sudy of Cohorts for Air Pollution Effects,
ENV.2007.1.2.2.2.) ¢ un progetto finanziato dall’Unione Europea nell’ambito
del VII Programma Quadro, ed ¢ stato specificamente disegnato per valutare
gli effetti sulla salute (in termini di incidenza di patologie e di mortalita)
dovuti ad esposizioni di lungo periodo agli inquinanti atmosferici in diversi
paesi europei (Figura 1). Il progetto (www.escapeproject.eu) ¢ coordinato
dall’Universita di Utrecht (Olanda) in collaborazione con diversi partner
europei (per I’Italia, il Dipartimento di Epidemiologia della Regione Lazio).
Numerosi enti nazionali e internazionali partecipano a diverso titolo alla
realizzazione del progetto, tra cui il CPO Piemonte, 1’AO Citta della Salute e
della Scienza di Torino, I’Universita di Torino, I’ARPA Piemonte, I’ASL TO3
di Grugliasco (Torino), I’ARPA Emilia-Romagna.

Un aspetto innovativo del progetto ESCAPE ¢ il metodo usato per la stima
dell’esposizione all’inquinamento. A differenza della maggior parte degli
studi precedenti, dove ad ogni soggetto veniva attribuita 1’esposizione media
della citta di residenza, in ESCAPE ¢ stato sviluppato un metodo piu accurato
per stimare I’esposizione dei singoli soggetti presso la loro residenza,
attraverso 1’uso di modelli matematici del tipo Land-Use Regression Models.
Lattenzione ¢ stata rivolta soprattutto all’inquinamento da polveri aerodisperse
(PM10 e PM2,5, particolato con diametro aerodinamico rispettivamente
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Figura 1. Aree europee in cui é stato condotto il progetto ESCAPE.
(modificata da: http.://www.escapeproject.eu/rsc/pdfinews/ESCAPE_newsletter-01.pdf).

inferiore a 10 e 2,5 micron), che a livello urbano derivano principalmente dal
traffico veicolare, dagli impianti di riscaldamento e dalle attivita industriali, e
da ossidi di azoto (NOXx).

I primi risultati dello studio recentemente pubblicati” derivano dall’analisi
di 312,944 soggetti residenti in nove paesi europei, inclusi in 17 coorti. In
Italia sono state coinvolti oltre 12,000 residenti a Torino, 9.100 residenti a
Roma e 9.500 residenti a Varese. L’associazione tra I’esposizione di lungo
periodo ad inquinanti e I’insorgenza di tumore del polmone (dopo un follow-
up medio di 13 anni) ¢ stata stimata, per ciascuna coorte, al netto di possibili
fattori di confondimento quali I’abitudine al fumo di tabacco, lo stato socio-
economico e 1’occupazione, utilizzando un protocollo standardizzato per la
conduzione delle analisi statistiche. I risultati ottenuti in ciascuna coorte sono
stati successivamente sintetizzati tramite una procedura di meta-analisi.

Confermando i risultati dei due principali studi di coorte condotti negli Stati
Uniti, lo studio ha evidenziato un’associazione significativa tra esposizione a
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polveri e insorgenza di tumore al polmone: per ogni aumento nell’esposizione
di 10 ug/m?* di PM10 il rischio di sviluppare un tumore al polmone aumenta
significativamente del 22%, mentre per ogni incremento di 5 ug/m?* di PM2.5
il rischio aumenta del 18% (con una stima al limite della significativita
statistica). Questi effetti sono piu forti per un tipo particolare di tumore
(I’adenocarcinoma) che ¢ il solo tipo di tumore polmonare che si sviluppa
anche in un numero sostanziale di non fumatori, e nei soggetti che non hanno
cambiato la residenza nel corso del periodo di follow-up. Come gia osservato
in precedenti indagini, I’associazione sembra essere di tipo lineare e senza
soglia.

I progetto ESCAPE prevede la valutazione dell’associazione tra esposizioni
di lungo periodo agli inquinanti atmosferici e numerosi altri potenziali
effetti avversi sulla salute, tra i quali la mortalita generale e causa-specifica,
I’insorgenza di patologie respiratorie e cardiovascolari, ed anche potenziali
effetti avversi nella prima infanzia (ad esempio basso peso alla nascita,
alterazioni dello sviluppo cognitivo e motorio, insorgenza di asma e allergie,
alterazioni della funzionalita respiratoria) grazie all’inclusione nel progetto di
coorti di nuovi nati. Le analisi su questi aspetti sono attualmente in corso, ed i
risultati saranno disponibili in letteratura nei prossimi mesi.

I risultati del progetto ESCAPE, cosi come I’estesa revisione di
letteratura sugli effetti dell’inquinamento atmosferico appena pubblicata
dall’Organizzazione Mondiale della Sanita®, forniscono importanti elementi
di conoscenza, rilevanti per supportare politiche finalizzate al miglioramento
della qualita dell’aria.

Studi in epidemiologia nutrizionale

In Europa ogni anno si diagnosticano circa 3,2 milioni di nuovi casi di tumori
maligni che portano a morte 1,7 milioni di malati®. La grande maggioranza
di questi, anche se in una rete causale di interazione geni-ambiente, ¢ dovuto
a fattori legati a stile di vita (tra cui fumo, dieta, alcol, sedentarieta, obesita
e esposizione al sole), infezioni e inquinanti ambientali aprendo la strada a
grandi opportunita per la prevenzione'”,

Tra i fattori legati allo stile di vita, ¢ ampiamente accettato il fatto che
I’alimentazione e i fattori associati ad essa, quali 1’attivita fisica, abbiano
un ruolo importante nella comparsa del cancro, tali da rappresentare forse
le cause principali dopo il fumo. Tuttavia, a dispetto di decenni di indagini
epidemiologiche, le prove scientifiche della relazione tra diverse sedi tumorali
e alcuni alimenti e nutrienti sono ancora insufficienti o incoerenti, tali da
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rendere difficile I’elaborazione di solide e robuste conclusioni. A tale scopo,
lo studio Europeo sul Cancro e I’ Alimentazione (EPIC) (http://epic.iarc.fr/)
¢ stato specificamente disegnato per indagare la relazione tra dieta ¢ malattie
croniche.

EPIC ¢ uno studio prospettico multicentrico volto a indagare le relazioni tra
dieta, stile di vita, fattori genetici e ambientali ¢ incidenza di tumori e malattie
croniche a cui hanno partecipato 23 centri in 10 paesi europei: Danimarca,
Francia, Germania, Grecia, Italia, Olanda, Norvegia, Spagna, Svezia e Regno
Unito. Lo studio EPIC ha raccolto dati e campioni biologici di 519.978
partecipanti (366.521 donne e 153.457 uomini), di eta compresa tra 35 e i 65
anni, reclutati tra i1 1992 e il 1998, tra la popolazione generale residente nelle
aree geografiche di interesse. Fra i cinque centri Italiani, Torino partecipa allo
studio EPIC con una coorte di piu di 10.000 volontari (Figura 2).

In tutta la popolazione dello studio sono effettuati follow up periodici atti
ad identificare lo stato in vita dei partecipanti e i nuovi casi incidenti di tumore
(piu di 50.000 casi finora riscontrati).

European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC)
Soggetti delle coorti dei centri partecipanti

Subjects included
Questionnaire @ + Blood

France 74524 21 053
ttaly 47 749 47 725
Spain M 490 39 579
UK 87 942 43 14
Hetherlands 40 072 36 318
Greece 28 555 28 483
Germany 53 091 50 678
Sweden 53 826 53 781
Denmark 57 054 56 131
Horway 37 215 11 000
Al 521 468 387 539 OVIEDR

.
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Figura 2. Centri partecipanti a EPIC.
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Frairisultati che sono emersi dallo studio EPIC vi sono I’associazione inversa
fra il rischio di cancro gastrico ed elevati livelli di vitamina C, carotenoidi e
retinolo plasmatici, e fra un elevato apporto di fibre alimentari e il tumore del
colon. Inoltre I’adesione alla dieta mediterranea ¢ protettiva per diverse sedi
tumorali, in particolare del tratto digerente. Un elevato consumo di frutta e
verdura da parte dei fumatori ¢ stato associato ad un ridotto rischio di cancro
al polmone, anche se I’effetto dannoso del fumo ¢ di gran lunga maggiore
del modesto effetto protettivo dell’alimentazione. Un aumento del rischio di
tumore al seno ¢ stato associato ad un’elevata assunzione di grassi saturi e
ad un elevato consumo di alcol. Nelle donne in post-menopausa, 1’indice di
massa corporea ¢ stato associato ad un aumentato rischio di tumore al seno,
mentre 1’attivita fisica ¢ stata associata ad un rischio ridotto. Infine un elevato
consumo di proteine del latte e di calcio da prodotti lattiero-caseari e un’elevata
concentrazione nel siero di IGF-1 sono stati associati ad un aumentato rischio
di cancro alla prostata. Questi risultati forniscono ulteriori prove scientifiche
per I’adozione di appropriate strategie di salute pubblica e di prevenzione volte
a ridurre il carico complessivo del cancro nella popolazioneV.

In combinazione con i dati di altri studi prospettici, lo studio EPIC
contribuisce alla formulazione su basi scientifiche di adeguate politiche
di sanita pubblica e di strategie volte a ridurre il carico globale del cancro
nella popolazione. Infatti sempre piu studi epidemiologici come EPIC
si organizzano in consorzi per effettuare analisi dati in collaborazione e
presentare insieme domande di finanziamento.

I consorzi di studi epidemiologici sono gruppi di studiosi, provenienti
da istituti di ricerca diversi, che cooperano e uniscono gli sforzi per
studiare patologie o esposizioni poco comuni € raggiungere una numerosita
campionaria sufficiente ad avere dei risultati stabili. Inoltre la collaborazione
di un gruppo di esperti su un determinato argomento, aumenta di molto le
probabilita di ricevere finanziamenti alle ricerche e la possibilita di pubblicare
in maniera tempestiva e completa i risultati dello studio (Tabella II).

Lo studio EPIC cosi come molti studi di coorte disegnati negli ultimi 20
anni ha previsto la raccolta di campioni biologici, che sono archiviati in una
banca biologica. Le banche biologiche sono strutture adibite alla raccolta ed
archiviazione di campioni biologici inclusi in studi clinici, in progetti di ricerca
o per i quali la conservazione ¢ un obbligo di legge. Queste strutture possono
conservare campioni biologici di varia natura, quali siero, plasma, urine,
liquor, cellule e tessuti in condizioni di preservazione delle caratteristiche
biomolecolari al fine di poterli analizzare in tempi successivi alla loro raccolta.
Gli studi epidemiologici raccolgono in genere campioni di sangue, conservati
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Tabella II. Rapporto tra il numero di pubblicazioni e gli anni di attivita dei consorzi di
epidemiologia genetica di specifiche sedi di tumore, 1995 - 2010.

in aliquote o DNA gia estratto da sangue o cellule buccali. La conservazione in
sistemi criogenici (in genere azoto liquido a -180°) da un lato assicura ottimali
condizioni di stabilita per i campioni biologici, e dall’altro rende di facile
identificazione i campioni archiviati, attraverso sistemi di mappatura gestiti
tramite database, il tutto appositamente progettato per applicazioni specifiche.
Luso delle banche di campioni biologici ha proliferato negli ultimi anni di
ricerca epidemiologica, in virtu dello sviluppo di tecniche di laboratorio che
permettono lo studio di biomarcatori genetici su grandi popolazioni con tempi
e costi ridotti. Lorganizzazione di una banca biologica permette di verificare
delle nuove ipotesi di studio che non erano state pianificate al momento del
disegno dello studio stesso e del reclutamento dei pazienti, in quanto emerse
da ricerche piu recenti o rese possibili da avanzamenti tecnologici.

Life-course epidemiology

Lidea che esposizioni che agiscono precocemente nella vita possano avere
un effetto a lungo termine sulla salute non ¢ nuova in medicina’?. Solo in
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anni relativamente piu recenti, a cominciare dalla meta degli anni ottanta e
soprattutto dagli anni novanta in poi, questa idea ha pero dato origine a molti
studi epidemiologici che hanno cercato di individuare a livello empirico e di
popolazione un link tra esposizioni precoci e malattie croniche dell’adulto.
Si parla della cosiddetta ipotesi di Barker (o fetal programming) secondo cui
alterazioni della nutrizione fetale e del suo stato endocrino causano risposte
adattive del feto che danno origine ad alterazioni permanenti della fisiologia
e del metabolismo della persona. Questi cambiamenti predispongono poi
all’insorgenza di malattie metaboliche, cardiovascolari ed endocrine in eta
adulta’. David Barker, per i suoi studi che gia negli anni ottanta mettevano
in luce un’associazione tra basso peso alla nascita e mortalita cardiovascolare
negli uomini e nelle donne, ¢ stato insignito del Richard Doll Price per
I’epidemiologia nel 2011. Una sorta di evoluzione della teoria di Barker ¢ la
cosiddetta Developmental Origin of Health and Disease (DOHaD), che piu in
generale sostiene che 1’insorgenza di diverse malattie croniche in eta adulta
¢ influenzata da fattori ambientali che agiscono precocemente nella vita (non
necessariamente solo nella vita fetale)'¥). Lapproccio epidemiologico a questi
aspetti si riassume nella life-course epidemiology, che cerca di valutare gli
effetti individuali e congiunti di esposizioni che si accumulano nel corso della
vita per causare malattie croniche in eta adulta.

Nel corso degli anni si sono accumulate numerose prove degli effetti sulla
salute delle esposizioni precoci. Losservazione di Barker, basata su dati
inglesi, di un’associazione tra basso peso alla nascita o nascita pre-termine
con I’incidenza di malattie cardiovascolari ed il diabete in eta adulta ¢ stata
replicata in diverse popolazioni, come nei paesi nordici utilizzando grandi
basi dati di popolazione. Molti studi hanno trovato un’associazione tra
caratteristiche pre-natali e insorgenza di tumore in eta adulta. Nel 1990, uno
dei primi studi condotti su questo tema e pubblicato su Lancet si intitolava
“Hypothesis: does breast cancer originate in utero?”"®. Una meta-analisi di
numerosi studi, pubblicata nel 2008, stimava un aumento di rischio di tumore
del seno del 6% per ogni aumento di mezzo chilo di peso alla nascita. Su questi
rischi ovviamente, si vanno poi ad inserire molti altri fattori che agiscono
nel corso della vita; per il tumore del seno, ad esempio, ’eta al menarca,
il numero di figli, la durata dell’allattamento al seno, 1’eta alla menopausa,
ecc. La salute respiratoria del bambino e dell’adulto ¢ stata associata ad
esposizioni che agiscono precocemente: il rischio di asma, ad esempio, ¢
aumentato in persone la cui madre ha avuto complicanze in gravidanza, come
pre-eclampsia o diabete, o ¢ diminuito in persone che hanno frequentato il
nido nel corso dei primi due anni di vita. Oppure, facendo ancora un esempio,
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lo sviluppo cognitivo del bambino ¢ stato associato all’esposizione a mercurio
assunto dalla mamma in gravidanza attraverso la dieta.

Lipotesi di un’origine precoce delle malattic ¢ di forte interesse sia in
termini della comprensione dei meccanismi patogenetici sia in termini di
prevenzione: a quale eta e su quali esposizioni ¢ pill conveniente e pitl equo
agire se le malattie originano dall’accumulo di esposizioni nel corso della vita?
E chiaro che per rispondere a domande di questo tipo e per studiare 1’effetto
di esposizioni che si sono verificate decine di anni prima dell’insorgenza
della malattia bisogna ideare studi epidemiologici complessi € non distorti,
che siano all’altezza del compito. In tutta Europa, a cominciare dagli anni
novanta, si ¢ iniziato a condurre studi di coorte di nuovi nati in cui, attraverso
le mamme, i bambini vengono reclutati nello studio alla nascita o gia durante
la vita fetale. Dopo il reclutamento si continua a seguire i bambini nel tempo
con diversi questionari su numerosi esposizioni e outcome. Solitamente,
viene anche costituita una banca biologica in cui sono raccolti campioni di
sangue materno, possibilmente campioni di sangue cordonale e altri campioni
che possono essere utili per la determinazione di esposizioni specifiche (ad
esempio il cortisolo in campioni di capello oppure i metalli pesanti in campioni
di unghia). Possibilmente si ottengono informazioni anche su esposizioni
ambientali attraverso metodi complessi, come la modellistica utilizzata per
determinare i livelli individuali di esposizione a inquinamento atmosferico o
il prelievo di campioni di polvere indoor. Questi studi diventano informativi
solo quando il campione di persone coinvolte ¢ sufficientemente grande.

Si capisce quindi la complessita in termini organizzativi, di tempo e di costi
che comportano le coorti di nuovi nati. Ciononostante, in Europa negli ultimi
venti anni ¢ stato possibile iniziare piu di 70 studi di questo tipo, almeno stando
ai dati di un recente inventario di studi di coorti di nuovi nati (www.birthchorts.
net), aggiornato attraverso il progetto di coordinamento europeo CHICOS
(Developing a Child Cohort Strategy for Europe, www.chicosporject.eu)
a cui partecipa 1’Universita di Torino. Gli studi sono tra di loro molto diversi,
alcuni hanno reclutato circa 1.000 bambini, mentre altri coinvolgono molte
migliaia di persone®. I due studi di piu ampie dimensioni in Europa sono
lo studio DNBC (Danish National Birth Cohort) con piu di 90.000 bambini
reclutati in Danimarca e lo studio MoBa (Norwegian Mother and Child Birth
Cohort) con piu di 100.000 bambini reclutati in Norvegia. Queste dimensioni
sono perod un’eccezione e la maggior parte degli studi include tra i 1.000 ed i
10.000 bambini.

Anche in Italia esistono alcune coorti di nuovi nati. Nel 2005, all’Universita
di Torino, abbiamo iniziato lo studio NINFEA (Nascita ed Infanzia: gli Effetti
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dell’Ambiente), che utilizza internet per reclutare in Italia le donne durante
la gravidanza e seguire i loro bambini nel tempo con questionari ripetuti?.
Le mamme possono registrarsi sul sito www.progettoninfea.it dello studio in
qualsiasi momento durante la gravidanza compilando un primo questionario
on-line. Sono poi ricontattate per compilare ulteriori questionari on-line
6 mesi, 18 mesi, 4 anni ¢ 7 anni dopo la nascita del bambino (ulteriori
questionari saranno preparati in futuro con 1’invecchiamento della coorte).
Inoltre otteniamo campioni di saliva (da cui estrarre il DNA) sia dalle
mamme che dai bambini. Al momento hanno partecipato allo studio piu di
6.000 mamme in gravidanza. Un secondo studio importante a livello italiano
¢ la coorte Piccolipitu (www.piccolipiu.it) che sta reclutando 3.000 bambini in
diverse citta italiane, tra cui Torino, in cui sono stati coinvolti 500 bambini tra
il 2011 ed il 2012. Anche questo studio prevede un questionario al momento
del reclutamento e ci sono ulteriori questionari con cadenze periodiche di
6 mesi o 1-2 anni. Al momento della nascita ¢ stato raccolto un campione
di sangue dalla mamma e di sangue cordonale che sono mantenuti a -80 °C
presso una banca biologica all’Istituto Superiore di Sanita. La Tabella III

& Popolazione Periodo di Momento del - ]
Coorte Dimensione
coperta reclutamento reclutamento
GASPII Roma 2003-2004 Nascita 708 bambini
CoNER Bologna 2004-2005 Nascita 654 bambini
Italia
. . .500
NINFEA utilizzatori 2005+ Gravidanza . 7 .donne*
.. in gravidanza
di internet
Trieste cohort Trieste 2007-2009 Gravidanza 900 bambini
Gemelli in
MUBICOS in 8 punti 2009+ Nascita 1.000 bambini
nascita in Italia
. sy 6 ti it . ..
Piccolipiu punti nascita 2011+ Nascita 3.000 bambini*
in Italia
& GASPII, Genetica e Ambiente: Studio Prospettico dell’Infanzia in Italia; CoNER, Coorte di Neonati in Emilia
Romagna; NINFEA, Nascita ed Infanzia: gli Effetti dell’ Ambiente; MUBICOS, Multiple Births Cohort Study.
* Numerosita attesa, il reclutamento € ancora in corso.

Tabella I1I. Coorti italiane di nuovi nati in Italia.




227

riassume gli studi di coorte di nuovi nati esistenti in Italia e registrati presso
I’inventario europeo birthcohorts.net

11 futuro va verso il coordinamento di queste enormi risorse per la ricerca
sia a livello italiano che a livello europeo per poter replicare velocemente i
risultati in popolazioni diverse, per poter rispondere velocemente a quesiti di
interesse per 1 decisori politici e per poter studiare malattic meno frequenti ed
esposizioni rare. In questa direzione ci si € gia mossi in Gran Bretagna in cui il
progetto CLOSER (Cohort & Longitudinal Studies Enhancement Resources,
www.closerprogramme.co.uk) appena finanziato vuole mettere insieme i dati
di nove coorti inglesi di nuovi nati. Analogamente, nell’ambito del progetto
europeo CHICOS si stanno conducendo analisi congiunte di molte coorti
europee su temi specifici, come 1’effetto dell’alcool a basse dosi assunto
durante la gravidanza, I’effetto del consumo di pesce in gravidanza sugli esiti
riproduttivi, 1’effetto sul peso alla nascita e durata gestazionale di esposizioni
occupazionali in gravidanza e ’effetto di complicanze in gravidanza e del
peso pre-gravidanza sul rischio di asma nel bambino. I risultati di questi studi
saranno disponibili in letteratura presumibilmente dall’inizio del 2014.
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Riassunto

Un grosso limite all’efficacia della chemioterapia ¢ lo sviluppo della
resistenza multifarmaco, un complesso insieme di strategie adottate dalla
cellula tumorale per superare gli effetti tossici dei chemioterapici. Uno dei
modi piu utilizzati ¢ I’aumento di attivita e/o espressione di una famiglia
di proteine, i cosiddetti trasportatori ABC, in grado di facilitare, sfruttando
I’energia della cellula, 1’efflusso di molti farmaci verso I’esterno: nel caso di
farmaci antitumorali questo significa una minore capacita di uccidere le cellule
bersaglio. Le principali proteine di questa famiglia sono la glicoproteina P
(Pgp, MDR1), la multidrug-resistance protein 1 (MRP1) e la breast cancer-
resistance protein (BCRP), alle quali nuovi membri si stanno ora aggiungendo
come responsabili della farmaco-resistenza. Questa osservazione ha stimolato
i ricercatori a trovare farmaci in grado di inibire i trasportatori ABC, al fine
di migliorare I’efficacia dei chemioterapici, ma dopo circa 35 anni di studio
nessun risultato efficace ¢ stato ancora ottenuto. Un nuovo approccio consiste
ora nell’uccidere di preferenza le cellule resistenti rispetto a quelle sensibili,
traendo vantaggio dalla conoscenza delle diverse caratteristiche metaboliche
che distinguono i due gruppi cellulari, e in cui i trasportatori ABC hanno un
ruolo importante. Esponiamo qui brevemente le principali linee di ricerca che
stiamo seguendo per ottenere risultati efficaci nella resistenza multifarmaco
con questo Nuovo approccio.
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Abstract

A great restraint to the efficacy of chemotherapy is the development of multidrug
resistance, a complex array of strategies adopted by the tumor cell to overcome the
toxic effects of anti-neoplastic drugs. One of the most used ways is to increase the
activity and/or expression of the so-called ATP-binding cassette (ABC) transporters,
a family of energy-dependent proteins able to facilitate the efflux of many drugs from
the target cell to the outside: in the case of anti-tumor drugs, this means a minor
capacity to kill cancer cells. The main proteins of this family are P-glycoprotein (Pgp,
MDR 1), multidrug-resistance protein 1 (MRP1, ABCC1) and breast cancer-resistance
protein (BCRP), to which other members are now being added as responsible for
drug resistance. This has stimulated researchers to find drugs able to inhibit these
transporters, in order to improve the efficacy of anti-neoplastic drugs, but after 35 years
no effective result has been obtained in this field. A new approach is now addressing
at killing preferentially resistant tumor cells versus sensitive ones, taking advantage
from the knowledge of the different metabolic features between the two cell groups,
including the different behavior of ABC transporters. We are briefly exposing here the
main lines of research we are following to obtain effective results in the treatment of
multidrug resistance with this new approach.
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Introduction.

Patients having cancer that does not respond to local excision or radiation
and patients with hematological malignancies are treated with chemotherapy,
which is also the primary approach in the treatment of metastatic cancer(".
Why can some patients be cured by these approaches and others respond
transiently or incompletely?

The neoplastic cells need to constantly readapt to different stimulations to
preserve cells survival and tumor homeostasis in unfavorable conditions. To
overcome the toxic effects of curative compounds, cancer cells continuously
implement and strengthen normal physiological functions or mature de novo
mechanisms of resistance against single selected compounds or multiple
agents, often apparently unrelated®.

Chemoresistance is often a multifactorial process involving different
processes, which are acquired in response to a selection pressure by the drug
treatment (acquired resistance) or expressed by cells already resistant and that
will never respond to the drug treatment (intrinsic resistance)®.

In general, cancer cells initially respond to chemotherapy. Unfortunately, a
large number of patients will develop drug resistance during the treatment and
will no longer be responsive to multiple anticancer drugs that are functionally
and structurally unrelated, a phenomenon called “multidrug resistance” or
MDR®. The incidence of MDR depends on the tumor type, treatment status and
other factors. Drug resistance to chemotherapeutic agents accounts for treatment
failure in more than 90% of patients with metastatic cancer, representing one
of the major obstacles to the successful treatment of tumors®.

Mechanisms of cancer drug resistance

Failure of a patient’s cancer to respond to a specific therapy can result from
one of two general causes: host factors (that impair delivery of anticancer
drugs to tumor cells) and specific genetic or epigenetic alterations in the
cancer cells (that affect drug sensitivity)!-©.

Drugs in the host are subject to variations in absorption, delivery and
metabolism. These variations can be specific to individual patients and result
in low serum levels of drugs. Tumors can be located in parts of the body into
which drugs do not easily penetrate, or could be protected by local environments
due to bulky tumors, increased tissue hydrostatic pressure or altered tumor
vasculature"*7%), Poor nutrient delivery, hypoxia and acidity are also hallmarks
of tissue not proximal to vasculature. These characteristics may select for a
slow-growing, drug-resistant cellular phenotype®. Once the anticancer drug
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reaches the tumor cell, other mechanisms can be found. Normal cells are all
alike in their response to drugs, but cancer cells each respond in their own
way. Cells within a cancer, even though clonally derived, exhibit an enormous
amount of heterogeneity with respect to drug resistance®.

Many mechanisms are presumed to be responsible for the MDR phenotype
of a cell. These mechanisms can be divided into two groups: those that reduce
intracellular drug accumulation and those that reduce the consequences of
intracellular drug accumulation®.

Under another point of view, there are three major mechanisms of drug
resistance in cells®¢7:

1) decreased uptake of water-soluble drugs such as folate antagonists, nucleoside
analogues and cisplatin, which require transporters to enter cells;

2) various changes in cells that affect the capacity of cytotoxic drugs to
kill cells, including alterations in cell cycle, increased repair of DNA
damage, reduced apoptosis, increased detoxification of drugs, alteration
by mutation or altered expression of the specific target of a drug,
compartmentalization;

3) increased energy-dependent efflux of hydrophobic drugs that can easily
enter the cells by diffusion through the plasma membrane.

Some of these mechanisms result in resistance to only a small number of
related drugs. In such cases, use of multiple drugs with different mechanisms
of entry into cells and different cellular targets allows for effective
chemotherapy and high cure rates.

MDR is a generic term for a variety of strategies that tumor cells develop to
evade the cytotoxic effects of anticancer drugs. Tumor cells become resistant
simultaneously to different drugs, structurally and functionally unrelated,
even when exposed to a single chemotherapeutic drug!?.

Optimizing drug efficacy and minimizing drug toxicity requires that
the drug reaches its target at adequate concentration, without excessive
accumulation in other tissues. For many drugs in clinical use today,
intracellular concentration is determined by the balance in activity of multiple
uptake and efflux transporters that facilitate the drugs’ movement across
biological membranesV.

ABC transporters and their physiological and pathological roles

An energy-dependent drug transport system is perhaps the most efficient
and common cause for acquired resistance, i.e. the increased efflux of a broad
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class of hydrophobic cytotoxic drugs mediated by members of a family of
energy-dependent transporters, known as ATP-binding cassette (ABC)
transporters*”1?,

ABC transporters are ubiquitous membrane-bound pumps in prokaryotes
and eukaryotes, which can move substrates in or out of cells. They transport
a number of endogenous substrates, including inorganic anions, metal
ions, peptides, amino acids, lipids, sugars, a large number of hydrophobic
compounds and metabolites across plasma membrane and intracellular
membranes?. They are important determinants of the tissue distribution
and elimination of many clinically relevant drugs'¥. Many endogenous or
xenobiotic lipophilic substances are eliminated from the cells by the sequence
of oxidation, conjugation to an anionic group (glutathione, glucuronate or
sulfate) and transport across the plasma membrane into the extracellular
space™.

So far, 48 human ABC genes have been identified in the human and divided
into seven distinct subfamilies (ABCA-ABCG) on the basis of their sequence
homology and domain organization”. Several ABC genes mutations are known
to cause severe inherited diseases!'®, such as Dubin-Johnson syndrome or cystic
fibrosis™*!». Three mammalian ABC proteins, P-glycoprotein (Pgp, MDRI,
ABCBI), multidrug-resistance protein 1 (MRP1, ABCC1) and breast cancer-
resistance protein (BCRP, ABCG2), were originally discovered because of their
ability to confer resistance to anti-neoplastic agents in tumor cells, lowering
intracellular concentrations of drugs to below therapeutic levels!*!9. At least
15 ABC drug transporters can transport and confer resistance to practically the
entire spectrum of cancer drugs, but Pgp, MRP1 and BCRP seem to account
for most of the MDR tumor cells“!?. The 50% of human cancers express Pgp
at detectable levels, and some evidence exists that MRP1 and BCRP expression
in several tumors leads to decreased response to chemotherapy!®. ABC
transporters are membrane proteins consisting of both transmembrane domains
(TMDs), which form substrate-binding pockets, and distinctive nucleotide-
binding domains (NBDs), which generate energy from ATP hydrolysis to
actively transport a variety of compounds across biological membranes™!®),

The pivotal role of ABC transporters in host detoxification and protection
of the body against xenobiotics is revealed by their tissue distribution. ABC
proteins are highly expressed in important pharmacological barriers, such as
the brush border membrane of intestinal cells, the biliary canalicular membrane
of hepatocytes, the luminal membrane in proximal tubules of the kidney!”.
Whereas ABC transporters are expressed in the brain, testis and placenta to
protect these “sanctuaries” from cytotoxins, the liver, gastrointestinal tract
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and kidney use them to excrete toxins, protecting the entire organism”. They
can be found also in many other cell types?.

Pgp and MDR

Pgp plays a significant role in clinical drug resistance® and cells
transfected with Pgp are less sensitive to chemotherapeutic drugs'?. Pgp
can detect and bind a large variety of hydrophobic drugs that are neutral or
positively charged. Because of this binding promiscuity, many different drugs
are substrates for this transport system® (Table 1). Pgp is now accepted as a
factor limiting oral bioavailability of anticancer drugs and affects therapeutic
outcome in patients, prevents drug penetration through the blood-brain
barrier and potentially affects chemotherapy of patients with either epilepsy
or Alzheimer’s disease®. Gene amplification has long been recognized as a
major contributor to the increased expression of Pgp®, which can be induced
by drug exposure®.

MRPs and MDR

A large number of molecules are transported across the plasma membrane
by the MRPs, widely expressed in many human tissues and cancers. Many are
organic anions derived from exogenous sources such as conjugated neutral
drug metabolites including anthracyclines, vinca alkaloids, and antivirals'®.
Endogenous substrates of MRP1 include glutathione, leukotrienes, ceramide,
sphingolipids, bile salts, prostaglandins'). MRP1 shares many, but not all,
substrates with Pgp. Cells transfected with MRP1 are resistant to doxorubicin,
daunorubicin, epirubicin, etoposide, actinomycin D, vincristine, vinblastine,
irinotecan. The simultaneous activity of the two proteins, rather than the
separate expression of either one, seems to be the decisive factor in MDR®?,

BCRP and MDR

Some anticancer drugs, such as mitoxantrone, are poor substrates for
Pgp and MRPI1, but are good substrates for BCRP, also known as MXR
(mitoxantrone resistance protein), or ABC-P (ABC transporter in placenta)’.
Substrates of BCRP include statins, antibiotics, numerous environmental
toxins, and endogenous substrates such as sulfate- and glucuronide-conjugated
steroid hormones, folates, uric acid and porphyrins®*!'*). Many anticancer
agents are BCRP substrates: etoposide, topotecan, irinotecan, imatinib,
gefitinib, docetaxel, paclitaxel, saquinavir, mitoxantrone, methotrexate,
anthracyclines™!'". The partial overlap in substrate specificity between BCRP
and Pgp can lead to a synergistic effect in MDR®?.
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Class

Compound

Anti-cancer drugs

Anthracyclines: doxorubicin, daunorubicin, epirubicin, idarubicin
Camptothecins: topotecan

Epipodophyllotoxins: etoposide, teniposide

Taxanes: paclitaxel, docetaxel

Vinca alkaloids: vinblastine, vincristine, vinorelbine, vindesine

Tyrosine kinase inhibitors

Imatinib mesylate
Gefitinib

Natural products

Flavonoids
Curcuminoids
Colchicine
Actinomycin D

Fluorescent dyes

Rhodamine 123
Hoechst 33342
Calcein AM (calcein acetoxymethylester)

Calmodulin antagonists

Aldosterone
Steroids Corticosterone
Dexamethasone
Pesticides Methylparathion
Endosulfan
Anti-epileptics Topiramate
Analgesics Morphine
Antibiotics Erythromycin
Cholesterol-lowering agents Lgvastath
Simvastatin
Anthelmintics Ivermectin
Anti-hypertensives Reserpine
Antihistamines Terfenadine
Nifedipine
Ca2+ channel blockers Diltiazem
Verapamil
Trifluoperazine

trans-Flupentixol

Cardiac glycosides

Digoxin

HIV protease inhibitors

Nelfinavir
Ritonavir
Saquinavir
Indinavir

Immunosuppressive agents

Cyclosporin A
Tacrolimus

Miscellaneous

Reserpine

Cimetidine

polycyclic aromatic hydrocarbons

technetium (99mTc) sestamibi

synthetic and natural opiates (enkephalins)
phospholipids: sphingomyelin, phosphatidylcholine

Table 1. Partial list showing some molecules transported by Pgp.
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ABC inhibitors and in vitro treatment of MDR

Of the transporters shown, only inhibitors of Pgp, and to a lesser extent
MRP1 and BCRP, have been evaluated in clinical trials using more or less
specific efflux inhibitors?.

First generation Pgp inhibitors

The first studies were performed with modulators approved for clinical uses
different from inhibition of Pgp. Two first inhibitors used in laboratory and
clinical trials to reverse MDR were the calcium channel blocker verapamil
and the immunosuppressant cyclosporin A. These agents were found to be
weak inhibitors which are toxic at high doses'V). These agents often produced
disappointing results in vivo because their low binding affinities needed the use of
high doses, resulting in unacceptable toxicity. Many of the first chemosensitizers
identified were themselves substrates for Pgp and for other transporters and
enzymes, resulting in unpredictable pharmacokinetic interactions. In Table II
only few of the proposed ABC pumps inhibitors are shown.

Second generation Pgp inhibitors

Subsequent studies were performed with “second generation” modulators,
compounds with somewhat increased potency but still limited by toxicity,
such as valspodar (PSC 833; SDZ PSC833) and biricodar (VX710)©. The best
characterized is valspodar, a non-immunosuppressive derivative of cyclosporin
D that inhibits Pgp with 10- to 20-fold greater activity than cyclosporin A.
Biricodar citrate (VX-710) has also undergone extensive clinical development:
it interferes with drug efflux by directly binding with high affinity to Pgp and
also by inhibiting MRP1. Second-generation Pgp modulators have a better
pharmacologic profile than the first-generation compounds, but they also
retain some characteristics limiting their clinical usefulness. In particular,
they significantly inhibit the metabolism and excretion of cytotoxic agents,
thus leading to unacceptable toxicity, and some of them are substrates for
cytochrome P450, leading to unpredictable pharmacokinetic interactions. In
addition to inhibiting Pgp, many second-generation modulators also function
as substrates for other transporters, particularly those of the ABC transporter
family, inhibition of which could lessen the ability of normal cells and tissues
to protect themselves from cytotoxic agents® (Table II).

Third generation Pgp inhibitors

Recently, a new generation of inhibitors has reached clinical testing. These
“third generation” inhibitors promise to be nontoxic, more specific, and more
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Modulator ABC drug transporter(s)
affected
First generation
. Pgp
Verapamil MRP1
Pgp
Cyclosporin A MRP1
BCRP
. . Pgp
Antimalarials MRP1
Polyphenols Nflfgl
(quercetin, resveratrol, genistein) BCRP
Second generation
Pgp
Valspodar MRP1
Pgp
Biricodar MRP1
BCRP
Third generation
Tariquidar Pgp
Zosuquidar Pgp
Laniquidar Pgp
Ontogen Pgp
MK-571 MRP1
Kol43 BCRP

Table II. Several inhibitors of major ABC drug transporters, ABCBI (Pgp), ABCC1 (MRP1)
and ABCG2 (BCRP).

potent than the earlier inhibitors used in trials of Pgp modulation®. Molecules
specifically and potently inhibiting Pgp function have been developed, which
do not affect cytochrome P450 at relevant concentrations and do not inhibit
other ABC transporters. This specificity minimizes the possibility that the
blockade of more than one pump might result in altered bioavailability or
excretion of the chemotherapy agents. These preclinical data have translated
to clinical trials, in which no third-generation agent caused clinically relevant
alterations in the pharmacokinetics of the coadministered cytotoxic agents®.
The third generation Pgp inhibitors currently in clinical development
include the anthranilamide derivative tariquidar (XR9576), the cyclo-
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propyldibenzosuberane zosuquidar (LY335979), laniquidar (R101933) and
the substituted diarylimidazole ONT-093 (OC144-093, Ontogen). In 1995,
a leukotriene LTD4 receptor antagonist MK-571 was discovered to inhibit
MRP1-mediated transport without any effects on Pgp. Being low in intrinsic
toxicity, relatively potent and specific, MK-571 is thus still the benchmark
inhibitor to block MRP1-mediated drug transport. Soon after the discovery
of BCRP, a fungal toxin Fumitremorgin C (FTC), was shown to inhibit
BCRP-mediated transport. FTC is both highly potent and specific, but with
undesirable neurotoxic effects in vivo. Subsequent studies resulted in the
development of Ko143, a new tetracyclic analog of FTC that is even more
potent and specific yet non-toxic!'®. Ko143 was nontoxic in vitro at therapeutic
concentrations and in vivo in mice either through oral or intra-peritoneal
administration. Subsequently, other FTC-type inhibitors were identified and
studies on these inhibitors are ongoing® (Table II).

ABC inhibitors and in vivo treatment of MDR

The role of ABC transporters in clinical anticancer resistance has been
difficult to assess, because of the heterogeneity of tumors that have Pgp- and
non-Pgp-mediated mechanisms of drug resistance”.

Pgp inhibitors have been used with limited clinical success, as the
co-administration of a cytotoxic drug with an inhibitor often produces
unpredictable or undesirable pharmacokinetics. In addition, expression of
Pgp is not the only mechanism of MDR!®. The negative clinical trials are
also linked to limited inhibition of Pgp, excessive toxicities from inhibition
of drug disposition, alternative MDR and other drug resistance mechanisms,
and suboptimal clinical trial designs®®. A clinically validated assay for Pgp
or other ABC transporters has never been established. Correlative studies
detecting Pgp in tumor tissue were not conducted in a standardized fashion.
Patients were not selected based on tumor expression of Pgp: to conduct a
trial able to determine the impact of ABC transporter inhibitors in MDR, it is
crucial to select the subset of patients whose tumors express ABC transporters
as a dominant mechanism of resistance. A number of single nucleotide
polymorphisms have been identified that may contribute to inter-individual
variation in drug metabolism, altering folding, impairing function or causing
lower expression levels in some ABC transporter variants!®,

Two large randomized trials testing tariquidar in lung cancer closed early
for toxicity, and a trial using zosuquidar in acute myeloid leukemia failed
to demonstrate an improvement in overall survival when added to standard
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therapy. This, plus the negative trials with valspodar, resulted in almost total
abandonment of the hypothesis that drug resistance could be overcome by the
addition of an efflux inhibitor®.

Despite clear in vitro evidence that Pgp is able to dramatically reduce drug
concentrations in cultured cells, and that drug accumulation can be increased
by small molecule inhibitors, clinical trials testing this paradigm have mostly
failed. Some have argued that it is no longer worthy of study. However,
repeated analyses have demonstrated Pgp expression in a tumor is a poor
prognostic indicator leading some to conclude that Pgp is a marker of a more
aggressive phenotype, rather than a mechanism of drug resistance®®.

Collateral sensitivity (CS)

An alternative strategy to overcome and exploit clinical MDR is to identify
compounds that selectively kill MDR cells but not the non-resistant parental
cells from which they are derived, a phenomenon termed collateral sensitivity
(CS). CS is a type of synthetic lethality, wherein the genetic alterations
accrued while developing resistance towards one agent are accompanied by
the development of hypersensitivity towards a second agent. CS thus creates
an “Achilles’ heel” which can be exploited for the targeting and selective
killing of MDR cells, and its efficacy is independent of the existence of other
MDR mechanisms in cancer cells"®.

The complex mechanisms by which CS agents exert selective killing of
MBDR cells have not been elucidated. At least four main hypotheses have been
proposed to account for CS, each supported by limited experimental evidence.
CS agents could:

1) produce reactive oxygen species (ROS) via futile hydrolysis of ATP,
2) exploit energetic sensitivities,

3) extrude endogenous substrates which are essential for cell survival, or
4) perturb the plasma membrane®.

Our contribution to the problem of MDR

To identify new potential targets in MDR we have analyzed some key
metabolic features that differentiate chemosensitive and chemoresistant
tumors. We first investigated the different synthesis of nitric oxide (NO) in
response to chemotherapeutic drugs, like doxorubicin. Doxorubicin is able
to up-regulate the inducible NO synthase (iNOS) enzyme, that responds
to the chemotherapeutic stress by producing huge amounts of NO®, At
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micromolar concentrations, NO is highly cytotoxic, by increasing the
intracellular concentration of nitrogen reactive species, inducing an oxidative
damage, impairing the metabolic flux through glycolysis, tricarboxylic
acids cycle and mitochondrial respiratory chain®. NO is thus considered a
mediator of the cytotoxic effect of doxorubicin in chemosensitive cells. To
the contrary, we found that doxorubicin did not induce any up-regulation of
iNOS or increase in NO production in chemoresistant cells, where it was
effluxed outside the cells through ABC transporters”. Interestingly, although
resistant to doxorubicin, MDR cells were sensitive to NO, since NO donors,
like S-nitrosoaminopenicillamine or sodium nitroprusside, or iNOS inducers
other than doxorubicin, like cytokines, were able to exert cytotoxic effects
in resistant cells®”. Surprisingly, NO-releasing compounds also restored
the sensitivity to doxorubicin in resistant cells: by eliciting the nitration of
critical tyrosines on Pgp and MRPs, NO impaired the catalytic activity of
the transporters and limited the efflux of doxorubicin from ABC transporter-
overexpressing cells@”2¥.

In the light of these data, increasing the release of NO within resistant cells
may represent an effective chemosensitizer strategy. To this aim, we followed
two approaches:

1) we associated doxorubicin to inducers of iNOS gene;
2) we directly conjugated doxorubicin with NO-releasing moieties and tested
the efficacy of these synthetic anthracyclines in resistant cells.

iNOS gene is induced by the NF-kB transcription factor, that in its inactive
form is retained in cytosol by the inhibitor protein IkB-o.. The phosphorylation
of IkB-o, which primes the latter for ubiquitination and proteasomal
degradation, is operated by the IkB-kinase (IKK) complex, which in many
epithelial tumors is negatively controlled by the small GTPase Rhoa and the
downstream effector RhoA kinase®”. The activity of RhoA is in turn controlled
by its level of prenylation, which is granted by the continuous supply of
geranylgeranylpyrophosphate (GGPP). The so-called “mevalonate pathway”,
which converts acetyl-coenzyme A into isoprenoid molecules and cholesterol,
provides GGPP and can be considered responsible for the high activity of RhoA
and the low production of NO in resistant cells. We indeed restored synthesis of
NO and sensitivity toward doxorubicin in resistant cells by lowering the activity
of the mevalonate pathway with the specific 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A reductase inhibitors statins®**" or by silencing RhoA protein®?.

The second approach that we chose to increase the delivery of NO
within resistant cells has led to the synthesis of a spectrum of NO-releasing
doxorubicins, like 3-phenylsulfonylfuroxane doxorubicin and nitrooxy-
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doxorubicin®: these pro-drugs offer the advantage to release NO within
resistant cells, induce a strong nitration of the ABC transporters and increase
the intracellular content and toxicity of doxorubicin®®. Another advantage is
that the NO-releasing doxorubicins add the cytotoxic effects of NO to those
elicited by doxorubicin, resulting more effective than free doxorubicin in
killing resistant cells.

The analysis of the mevalonate pathway in chemosensitive and
chemoresistant cells pointed out a second striking difference between the two
cell types: resistant cells had a significantly higher synthesis of cholesterol,
accompanied by a significantly higher amount of cholesterol in the plasma
membrane®. This observation is in keeping with previous experimental
findings, showing that the plasma membrane of resistant tumors is richer in
cholesterol and glycosphingolipids than the membrane of sensitive tumors®>;
an high content of cholesterol in the cell membrane is essential for the activity
of Pgp®®. The mevalonate pathway could be considered an interesting target
to induce a collateral sensitivity: in the presence of statins, the decrease of
the cholesterol synthesis was dramatically more pronounced in drug-resistant
than in drug-sensitive cells and was accompanied by significant reduction
in the activity of Pgp®¥, suggesting that resistant cells are more sensitive to
statins than sensitive ones. Most mammalian cells respond to the reduced
endogenous synthesis of cholesterol elicited by statins, with an increased
exposure of the receptor of LDL (LDLR) on the cell surface®”. Tumor
cells make no exceptions. However, despite the higher levels of cholesterol
synthesis, resistant cells had higher levels of LDLR in basal conditions and
were more prone to increase LDLR in response to simvastatin than sensitive
cells®¥, suggesting that the cholesterol homeostasis in resistant tumors may
be not subjected to the physiological feed-back control operating in non
transformed cells. Of note, thanks to the high levels of LDLR, resistant cells
ecasily phagocytosed liposomal nanoparticles loaded with doxorubicin and
conjugated with a recombinant peptide from human apo-B100 containing the
LDLR-binding site, necessary to trigger the LDLR-mediated endocytosis.
Taking advantage from this mechanism, we pretreated resistant cells with
simvastatin, which reduced the activity of Pgp and increased the exposure
of LDLR, followed by LDL-masked liposomal nanoparticle, which was
more uptaken. Thanks to this trick, doxorubicin was more delivered and
less effluxed from resistant cells, reaching the same order of intracellular
concentration and toxicity of doxorubicin-sensitive cells®¥. Moreover, when
encapsulated within liposomes, drugs are less effluxed by Pgp®®, adding a
further advantage to this system.
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The sequential administration of simvastatin followed by the LDL-masked
liposomal nanoparticles appeared as a versatile tool not only in the context
of resistant tumors, but every time we deal with tissues sensitive to statins
and rich of Pgp. This was the case of the blood-brain barrier, which displays
high amount of Pgp on the luminal side and impairs the delivery to brain
parenchyma of a vast number of drugs, as mentioned above. Encouraging
results obtained in an in vitro model of human blood-brain barrier suggested
that the encapsulation of a poorly delivered drug (like doxorubicin) in LDL-
masked liposomal nanoparticles produced a dramatic increase in the drug
delivery across the brain-blood barrier cells pretreated with statins®?. These
observation may enlarge the investigation field outside classical MDR:
several drugs that are hardly delivered across the blood-brain barrier because
substrates of Pgp, such as chemotherapeutic, analgesic, antibiotic, anti-
retroviral, anti-epileptic drugs, might be more transported if the sequential
scheme — treatment with a statin followed by LDL-masked liposomal drugs
— would be adopted.

A third promising target of collateral sensitivity relies on the differential
sensibility to oxidative stress between sensitive and resistant cells: it is a
common observation that resistant tumors have higher levels of anti-oxidant
enzymes, like superoxide dismutase, catalase, and detoxifying enzymes, like
GSH-S-transferase“4!. The conjugation of chemotherapeutic drugs (like
doxorubicin or cipslatin) with GSH favors the specific efflux of the GSH-
conjugates via MRP1 and MRP2 transporters“?. We found that resistant
cells have a significantly higher activity of the pentose phosphate pathway
and of its pace-maker enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase G6PD®,
Interestingly, the only overexpression of G6PD transformed the sensitive
cells into resistant ones; on the other hand, inhibitors of G6PD such as
dehydroepiandrosterone and 6-aminonicotinamide increased the intracellular
retention of doxorubicin and restored cytotoxicity“?. The major limitations in
this direction is the poor specificity of the G6PD inhibitors; such a limitation
reduces the possibility of using these compounds in vivo. However, the design
of more selective inhibitors of G6PD is raising great interest because of their
potential use as MDR reversing agents.

In summary, many metabolic differences exist between chemosensitive
and chemoresistant cells; their exact knowledge will improve the therapeutic
approach towards resistant tumors: from the design of chemosensitizer
agents directed against ABC transporters, we are moving towards the design
of specific metabolism-modifiers, that aim to target the critical metabolic
pathways of resistant cells and have stronger efficacy against resistant cells.



244

Some ways of collateral sensitivity have been unraveled in the recent years;
most of them remain to be clarified. The chemosensitizing strategies based on
the amplification of a collateral sensitivity are continuously expanding. Under
this perspective, MDR tumors must not be regarded only as hard therapeutic
obstacles, but also as source of great challenges and opportunities to improve
the patients outcome.
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Riassunto

La scarsita di organi ¢ il piu grande limite allo sviluppo dei trapianti e
va fatto ogni sforzo per aumentarne il numero. Il procurement ¢ I’insieme
delle conoscenze necessarie per riuscirci. La possibilita di prelevare organi si
fonda sulla diagnosi della morte con criteri neurologici e il suo accertamento
giuridico ¢ normato dalla Legge; la certezza della morte ed il rispetto della
“dead donor rule” sono indispensabili dal punto di vista etico. La legge
italiana prevede il silenzio assenso alla donazione, ma concede 1’espressione
dell’opposizione non solo in vita, ma anche su testimonianza dalla
famiglia del defunto. Caumento dei donatori dipende poco dalla riduzione
delle opposizioni, che sono gia oggi basse, e molto dalla identificazione e
segnalazione di tutti i donatori potenziali da parte dei rianimatori. Per questo
la figura chiave per lo sviluppo del procurement ¢ il coordinatore ospedaliero,
che predispone tutto quanto necessario perché il processo di donazione e



248

prelievo, che ¢ molto complesso e ha molti attori, non gravi anche dal punto di
vista organizzativo sul rianimatore che ha in carico il potenziale donatore. Per
favorire la donazione sono fondamentali la formazione non solo tecnica ma
anche relazionale degli operatori e la qualita percepita del sistema sanitario.
Le campagne di sensibilizzazione costano molto e non hanno alcuna efficacia
dimostrata, mentre la comunicazione da parte dei media di notizie buone o
cattive dal mondo sanitario in generale e dei trapianti in particolare ha una
dimostrata ricaduta, positiva o negativa, sulla favorevolezza o contrarieta
alla donazione; per questo si pud avere un buon livello procurement solo
nell’ambito di una buona sanita percepita tale dai cittadini.

Abstract

Organ shortage remains a major issue in transplant medicine, and every effort must
be done to overcome this problem. The outcome of procurement depends by the
effort to optimize the number of donors.The possibility of procurement is based on
cerebral death defined by neurologic criteria and confirmed by the law. The certainty
of cerebral death and the dead donor rule are essential from an ethical stand point of
view. The Italian law provides for the silent consensus to organ donation, but allows
opting out not only during life but also after death if the family oppose to donate. A
key role for increasing the number of donors is played by the identification of any
potential donor from the critical care units. In order to accomplish this is mandatory to
have a transplant coordinator who oversees all the complex issues related to donation
and explantation. The role of the transplant coordinator will complement the work
of the critical care doctors alleviating the organizational portion of the process. The
training of the coordinators and the quality of the public health system are pivotal for
increasing donations. Promoting organ donation with the public is expensive and not
effective. Conversely, positive or negative media communications about health issues,
and specifically transplants, have been shown to promote support or opposition to
donations, respectively. Therefore, a good level of procurement can be achieved only
in if the community perceives the public health system as being capable of delivering
a high quality care.
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Introduzione

A partire dall’introduzione della ciclosporina, il primo farmaco
immunosoppressore efficace e tollerabile, i trapianti sono usciti dalla fase
sperimentale e sono diventati una terapia consolidata ed affidabile, ed i sistemi
sanitari nazionali hanno realizzato che la carenza di organi disponibili era il
principale ostacolo alla crescita della trapiantologia. Sono nate quindi negli
Stati Uniti le prime OPO (Organ Procurement Organizations) ed in Spagna
la ONT (Organisacion Nacional des Transplantes) le quali hanno elaborato
strategie di procurement di organi e tessuti che sono state prese a modello
dagli altri Paesi; in Italia tale compito ¢ svolto dal Centro Nazionale Trapianti
e dalla rete dei Centri di Coordinamento Regionali che a loro volta agiscono
attraverso la rete dei Coordinamenti Ospedalieri, presenti in tutti gli ospedali
sede di reparti di rianimazione.

Col termine procurement si intende 1’insieme delle conoscenze e delle
procedure necessarie per procurare al sistema sanitario organi e tessuti da
trapiantare; si tratta di un insieme variegato, che riguarda aspetti scientifici,
etici, giuridici e sociali. Da un punto di vista medico scientifico occorre saper
identificare i potenziali donatori, diagnosticare la morte encefalica, mantenere
il cadavere a cuore battente, eseguire il prelievo chirurgico degli organi,
conservare e trasportare gli organi prelevati. Non meno importanti sono gli
aspetti etici della questione: a chi, in quali condizioni e col consenso di chi
¢ lecito prelevare organi, a quali pazienti e con quali criteri vanno distribuiti.
Linsieme delle conoscenze scientifiche e dei principi etici va trasmesso al
legislatore per indirizzarlo verso I’emanazione di leggi che regolino I’attivita
in modo equo, non pregiudizievole per alcuno e coerente con le evidenze
scientifiche. Infine molte delle conoscenze scientifiche e delle regole del
sistema devono essere divulgate, in modo che i cittadini, che possono trovarsi
sia nella condizione di aver bisogno di un organo sia nella condizione di
poterlo donare, possano esercitare scelte consapevoli ed orientate; con la
donazione degli organi infatti la societa cura se stessa, e senza donazione non
c’¢ cura.

Il processo di donazione e prelievo

La donazione ed il prelievo di organi e tessuti si concretizzano in un
processo multidisciplinare che vede come attori da un lato il sistema sanitario
e dell’altro la societa. La definizione “donazione e prelievo” ¢ volutamente
ambigua: se da un lato si tratta infatti di un processo diagnostico e operativo,
dall’altra parte esso ha bisogno, per realizzarsi, del consenso dell’interessato,
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espresso in vita oppure manifestato dagli aventi diritto. Il processo si snoda
attraverso 1’identificazione del potenziale donatore mediante la diagnosi
e I’accertamento della morte con criteri neurologici, il mantenimento del
donatore a cuore battente per il tempo necessario, la valutazione di idoneita
del donatore per escludere la trasmissione di patologie neoplastiche o
infettive, la valutazione dell’idoneita al trapianto dei singoli organi, il prelievo
chirurgico e la ricomposizione della salma. Durante una delle fasi sopra dette,
ma comunque prima del prelievo, deve intervenire il consenso.

La morte encefalica

La grande maggioranza dei trapianti viene eseguita con organi provenienti
da donatore cadavere, sia perché organi unici come il cuore o il fegato non
possono ovviamente essere asportati a un vivo, sia perché, anche quando
la donazione da vivente ¢ possibile come nel caso del rene, essa diventa
eticamente proponibile solo dopo che un sistema sanitario abbia utilizzato
tutti gli organi disponibili da cadavere.

I potenziali donatori di organi sono i soggetti deceduti nella particolare
condizione definita impropriamente di “morte encefalica”. Si tratta di soggetti
colpiti da una lesione cerebrale primitiva (accidente cerebrovascolare, trauma
cranico, neoplasia cerebrale o anossia acuta) sottoposti a terapia intensiva
con supporto meccanico della ventilazione, la cui evoluzione clinica va verso
una ipertensione endocranica intrattabile: quando la pressione endocranica
(PIC) diventa maggiore della pressione arteriosa media (PA) si determina
un arresto completo della circolazione cerebrale, cui consegue la cessazione
irreversibile per necrosi delle funzioni cerebrali. Non si tratta piu quindi di uno
stato di coma, ma di morte vera e propria, che si identifica con la cessazione
irreversibile di tutte le funzioni dell’encefalo. In questa condizione, essendo
il soggetto sottoposto a ventilazione meccanica e non intervenendo quindi
una anossia, il battito cardiaco ¢ mantenuto, pur essendosi verificata la morte:
questi soggetti, e solo questi, sono i potenziali donatori di organi.

Lesistenza di uno stato di “coma depasse” (al di la del coma) venne
segnalata da Mollaret ¢ Goulon nel 19591, agli albori della rianimazione,
quando essi per primi riscontrarono in soggetti neurolesi sottoposti a
ventilazione meccanica un quadro caratterizzato da apnea, silenzio elettrico
cerebrale e assenza di tutti i riflessi del tronco encefalico che andava ben al
di 1a di tutte le condizioni cliniche precedentemente osservate. Osservazioni
successive ripetute in tutti i paesi nei quali la ventilazione meccanica e la
rianimazione andavano diffondendosi confermarono questo quadro, che
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invariabilmente si concludeva con 1’arresto cardiaco dopo qualche ora o
qualche giorno, e nel giro di un decennio (1968) si giunse alla formulazione
dei criteri di Harvard da parte di un Comitato Ad Hoc® che defini tale quadro
“brain death”, morte encefalica. L’identificazione tra 1’arresto del circolo e
del respiro e la morte dell’individuo venne cosi meno, e si comprese che la
morte biologica dell’'uomo consisteva nella cessazione irreversibile di tutte le
funzioni dell’encefalo, che nella stragrande maggioranza dei casi avveniva (e
tuttora avviene) in seguito all’arresto del circolo e del respiro, ma che poteva
anche verificarsi in soggetti neurolesi connessi a un respiratore senza che vi
fosse I’arresto del cuore. Questo spostamento dell’attenzione dal torace alla
testa venne recepito da tutte le societa scientifiche e da tutte le legislazioni,
e da quasi 50 anni ¢ ormai chiaro a tutti che un cadavere ¢ tale non perché
non respira o non ha battito cardiaco, ma perché non ha perfusione ematica
cerebrale.

E bene sottolineare che la diagnosi di morte non ¢ stata ridefinita, ma
semplicemente meglio compresa. Da un lato verificare 1’arresto del cuore
e del respiro consente di accertare indirettamente 1’arresto della perfusione
cerebrale e conseguentemente la morte; dall’altro lato la verifica diretta della
cessazione irreversibile di tutte le funzioni dell’encefalo rappresenta verifica
della morte anche in presenza di battito cardiaco e respiro meccanico. Sarebbe
quindi piu corretto non parlare di morte “cerebrale” e di morte “cardiaca” ma
di morte senza aggettivazione alcuna: morte accertata con criteri cardiologici
e morte accertata con criteri neurologici; la dizione “morte cerebrale” ¢
comunque diventata di uso comune, e come tale anche qui per brevita se ne
fara uso.

La dottrina sulla morte cerebrale ¢ largamente condivisa dalle societa
scientifiche, dalle legislazioni nazionali e da tutte le religioni e le correnti
di pensiero laico, con pochissime eccezioni; ancora recentemente, nel 2008,
un editoriale di Neurology a firma di J.L. Bernat® afferma che “quella della
morte encefalica ¢ la questione bioetica sulla quale si ¢ registrato il pitt ampio
consenso, ed 1 suoi oppositori non sono riusciti a convincere alcuna societa
scientifica, né scuola di pensiero né legislazione della validita delle loro
obiezioni”.

In Italia la determinazione della morte con criteri neurologici ¢ stata
dapprima codificata con la Legge 644 del 1975, che disciplinava I’attivita di
trapianto; cio diede luogo ad una terribile ambiguita, perché I’accertamento
con criteri neurologici veniva riservato solo ai donatori di organi: si verificava
quindi 1’assurdo che se il soggetto morto era donatore se ne poteva dichiarare
la morte, se non lo era per mancanza di consenso o non lo poteva essere
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per controindicazioni cliniche non poteva essere dichiarato deceduto. A
questa assurdita pose rimedio la Legge 578 del 1993, che separo ’attivita di
donazione e prelievo di organi dall’accertamento della morte, prescrivendo
da allora in poi di accertare la morte di qualunque soggetto, a seconda della
situazione, con criteri cardiologici oppure neurologici. La Legge 578 recepisce
correttamente il concetto di morte e stabilisce che “la morte si identifica con
la cessazione irreversibile di tutte le funzioni dell’encefalo” rimandando
ai decreti applicativi per le modalita pratiche dell’accertamento. I decreti a
loro volta vengono periodicamente riveduti da comitati di esperti alla luce
della evoluzione tecnica degli strumenti diagnostici; questo ¢ accaduto,
ad esempio, per I’introduzione dell’angioTAC o del doppler transcranico
tra le metodologie per accertare ’assenza di flusso ematico cerebrale,
precedentemente eseguibile solo con 1’angiografia tradizionale.

La “dead donor rule”

Fondamentale, sia per questioni etiche che per questioni di consenso
sociale, ¢ il mantenimento della cosiddetta “dead donor rule” (regola del
donatore morto). Per “dead donor rule” si intende il principio etico, morale e
sociale condiviso in egual misura dai medici e dalla popolazione per il quale ¢
possibile prelevare organi solo a soggetti sottoposti a riconoscimento giuridico
della morte. Questo principio ¢ e resta rigidamente applicato, nonostante
alcuni auspichino la possibilita di prelevare organi da soggetti “morenti”
ma senza determinazione giuridica della morte, sulla base di un consenso
informato espresso in vita dal soggetto stesso. A queste “fughe in avanti” si
oppongono, giustamente, ragioni etiche e ragioni di opportunita; il prelievo
degli organi prima della morte, in qualsivoglia condizione clinica di deficit
neurologico sia pure grave ed irreversibile, sarebbe da molti considerato un
atto di per sé illecito, e priverebbe tutti della indispensabile tranquillita e
fiducia nell’esprimere la propria posizione verso la donazione. La certezza
che non si prelevano organi di morenti, moribondi, terminali, preterminali,
gravi neurolesi ecc. ¢ indispensabile per consentire a qualsiasi cittadino di
esprimersi con serenita sul destino dei propri organi dopo la morte; qualsiasi
altra regola, anche se dettata da una buona intenzione ed anche se limitata a
coloro che la accettano, porterebbe la donazione degli organi a collocarsi tra
le molte questioni bioetiche delle quali molto si discute in questi anni e sulle
quali molto ci si divide, mentre la dead donor rule, che rassicura chiunque
sul fatto che solo di cadaveri si tratti quando si parla di donazione di organi,
¢ quella che consente di avere il pit ampio consenso sociale ¢ bioetico da
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parte di tutti. Non si puo sottacere il fatto che i fautori del superamento
della dead donor rule abbiano a cuore non tanto e non solo la questione della
donazione di organi, quanto piuttosto quella pit ampia, sulla quale non ha
luogo qui parlare, del fine vita; senza entrare nel merito di quelle questioni qui
¢ importante ribadire che la donazione degli organi da cadavere deve restare
oggetto del massimo consenso sociale e bioetico possibile, come lo € oggi, e
quindi deve rimanere “blindata” dalla “regola del donatore morto™®.

11 consenso

E opinione prevalente in tutti i sistemi sanitari che, pur essendo un cadavere
“res nullius”, occorra, per procedere al prelievo degli organi, una qualche
forma di consenso, implicito od esplicito, espresso dal defunto in vita o dai
suoi congiunti dopo la morte.

Con I’espressione “opt in” si definiscono i sistemi che considerano
donatori soltanto i cittadini che in vita hanno esplicitamente scelto di esserlo;
con quella “opt out” si definiscono i sistemi che considerano donatori tutti i
cittadini, ad eccezione di coloro che in vita hanno esplicitamente scelto di
non diventarlo.

La regola “opt in” presenta due limiti; dal punto di vista dell’efficienza
procura pochi donatori, perché solo una esigua minoranza della popolazione
fa questa scelta in vita, mentre dal punto di vista etico carica coloro che non si
esprimono di una responsabilita che non hanno: infatti il non essersi espressi
in vita a favore della donazione non significa ipso facto essere contrari, ma il
piu delle volte ¢ solo il frutto della rimozione dell’idea della propria morte, e
negare la propria morte non significa negare i propri organi.

Da un punto di vista di efficienza appare piu conveniente un sistema
basato sul principio “opt out”: tutti sono donatori a meno che non lo
abbiano esplicitamente negato in vita. Da un punto di vista etico, tuttavia,
le considerazioni sullo scarso numero di persone che si esprimono in vita
riguardo alla propria morte valgono anche in questo caso e I’equiparazione
del silenzio con 1’assenso si presta a qualche critica; ma la dove si consideri
I’importanza della donazione di organi per il bene comune, un sistema “opt
out” pare comunque assai piu accettabile di uno “opt in”©,

In questo senso si ¢ espressa la legge 91/99 che prevedeva il cosiddetto
silenzio assenso informato; tutti 1 cittadini avrebbero dovuto ricevere una
notificazione che 1li metteva al corrente del fatto che, in assenza di una
espressione di volonta in vita, sarebbe stati considerati donatori. Al momento
di rendere operativa questa parte della legge, ci si ¢ tuttavia accorti da un
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lato della difficolta oggettiva di applicarla, poiché ogni giorno un certo
numero di cittadini diventa maggiorenne e dovrebbe essere raggiunto dalla
notificazione, e dall’altro della pessima accoglienza che la legge stessa aveva
avuto da parte dei media e dell’opinione pubblica: il silenzio assenso, sia pure
informato, ¢ stato visto come un prelievo fiscale post mortem. Alla luce di
cio, ed anche del fatto che la maggior parte delle famiglie interpellate dopo la
morte del congiunto acconsente al prelievo, la parte della legge 91/99 relativa
al silenzio assenso informato non ¢ mai entrata in vigore, e le disposizioni
transitorie dell’art. 23 sono diventate definitive. Esse prevedono la prevalenza
della volonta espressa in vita sull’opinione della famiglia; tale volonta,
esprimibile presso punti di raccolta presenti in ogni ASL, viene registrata
nel sistema informativo dei trapianti (S.1.T.), che viene consultato dal Centro
Regionale Trapianti ogni qual volta una rianimazione segnala la presenza di
un potenziale donatore; nel S.I.T. sono registrate anche le dichiarazioni di
volonta degli iscritti all’A.I.D.O. (Associazione Italiana Donatori di Organi),
ragione per cui chi voglia esprimere il proprio consenso alla donazione in
vita puo farlo non solo recandosi al punto di raccolta della propria ASL
ma anche iscrivendosi all’A.[.D.O.. Nel caso (che ¢ il piu frequente) in cui
dall’interrogazione del S.I.T. risulti che il deceduto non si € espresso in vita,
viene interpellata la famiglia; non si chiede pero ai congiunti cosa essi pensino
della donazione, ma se sono in grado di testimoniare o di suppore quale fosse
in vita I’opinione del deceduto. Questo cambiamento ¢ rilevante, perché
consente a ciascuno di sapere che la propria volonta, anche se non espressa
in modo formale ma soltanto comunicata ai propri famigliari, sara comunque
rispettata, ¢ dall’altro consente ai famigliari di interporre 1’opposizione solo
dichiarandosi al corrente del fatto che il deceduto era contrario alla donazione:
nel caso in cui non siano al corrente di una tale contrarieta si fa valere, sia
pure senza forzature di sorta, il principio dell’opt out per il quale il silenzio
equivale ad un assenso; si tratta quindi di ottenere non gia un “consenso” ma
una “non opposizione”. Il congiunto personalmente contrario alla donazione
puo affermare di essere al corrente della contrarieta del defunto anche se
questo mai la aveva espressa, ¢ nessuno lo puo smentire, ma I’alta percentuale
di “non opposizioni” ottenuta dalla rete delle rianimazioni dimostra che
questo accade raramente.

Posto che alla famiglia resta consentita 1’opposizione in nome e per
conto del defunto, ma che nessuno ¢ in grado di impedire che questa venga
espressa in realta per conto proprio, quali sono le variabili che entrano in
gioco per giungere alla cosiddetta “non opposizione”? Lanalisi dei risultati
regione per regione, ospedale per ospedale e operatore per operatore (che ¢



255

una delle funzioni del Coordinamento Regionale dei Prelievi) evidenzia che
gli elementi determinanti che orientano la scelta, quando questa ¢ operata
dai famigliari, sono la qualita percepita delle cure ricevute dal defunto e
la capacita relazionale di chi comunica la morte ¢ propone la donazione.
Le grandi differenze nelle percentuali di opposizioni che si osservano tra
le regioni italiane e nell’ambito delle rianimazioni di una stessa regione
sono riconducibili a queste due variabili; per questo la formazione degli
operatori alla relazione di aiuto alle famiglie in lutto e piu in generale ad
una comunicazione corretta ed empatica ha la massima importanza, insieme
con tutta una serie di miglioramenti della qualita tecnica e di comunicazione
delle reti ospedaliere. In parole assai povere ma chiare, ¢ difficile che persone
che si sono sentite maltrattate o trascurate, che hanno atteso per ore notizie
date col contagocce ed espresse in incomprensibile “medichese”, senza un
tempo ed un luogo dove fare domande, capire ed essere accolti siano ben
disposte verso la donazione degli organi del loro congiunto deceduto. Se
la comunicazione precedente ¢ stata cattiva, arrogante, fredda, distaccata,
se la qualita delle cure magari ¢’¢ anche stata ma non ¢ stata percepita,
difficilmente si giunge alla donazione. Viceversa se la relazione ¢ stata
empatica, se si ¢ stati attenti alle persone durante tutta la degenza, se si ¢
creata una sintonia con la famiglia, se essa ha potuto vedere quanto ci si
¢ impegnati per impedire quella morte che poi ¢ avvenuta, difficilmente la
donazione verra negata. Senza una qualita percepita delle cure ¢ una qualita
reale della comunicazione anche i favorevoli diventano contrari, mentre
un atteggiamento di accoglienza a tutto campo, di disponibilita al dialogo,
alla spiegazione, alla ripetizione e soprattutto all’ascolto delle famiglie dei
degenti in rianimazione, oltre che essere in sé dovuto, porta anche buoni
frutti sul versante della donazione.

Agli albori dei prelievi di organi si riteneva che chiedere la donazione degli
organi a chi aveva appena subito un lutto, magari improvviso ed imprevisto,
fosse “la piu difficile delle domande, alla piu disgraziata delle famiglie nel
piu inopportuno dei momenti”. In realta non ¢ cosi; quella donazione non ¢
una richiesta, ma una proposta, un’offerta, un’opportunita data di trarre del
bene da qualcosa che viene percepito come totalmente negativo; non basta
di certo a cancellare il dolore né a dare un senso alla morte, ma rappresenta
comunque un “dare qualcosa alla famiglia”, non un “prendere qualcosa al
morto”. Tutta la formazione relazionale di coloro che si relazionano con le
famiglie in lutto parte da questo presupposto, che non ¢ soltanto un modo
diverso di dire la stessa cosa, ma che ¢ il frutto del follow up di tante
famiglie che hanno donato o che hanno negato la donazione, follow up che
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ha evidenziato, nel medio periodo, una valenza consolatoria importante della
donazione; la consapevolezza di non essere dei questuanti importuni ma
qualcuno che ha qualcosa da dire e da dare e che sa come dirlo e come darlo,
pur nel rispetto piu assoluto delle opinioni degli altri, ¢ uno dei punti di forza
della formazione degli operatori.

Come D’evoluzione tecnica della chirurgia e della immunologia hanno
migliorato non solo i trapianti ma anche tanta altra parte della medicina,
cosi la necessita di ottenere la non opposizione delle famiglie dei potenziali
donatori migliora le capacita di comunicazione degli operatori a vantaggio di
tutti i pazienti e di tutte le famiglie, non solo dei deceduti in morte encefalica.
Per questo I’attivita formativa degli operatori delle rianimazioni che la rete
dei prelievi di organi porta avanti da anni ha una ricaduta migliorativa sulla
qualita di tutta I’attivita delle terapie intensive.

Linsieme di tutte queste considerazioni rende evidente che il problema
della scarsita di organi da trapiantare non si risolve con né con una legge
piu rigida che tolga la possibilita di opporsi, che creerebbe immediatamente
anticorpi sociali tali da indurre la politica a cambiarla in breve tempo, né
con le campagne pubblicitarie che invitano alla donazione; la vera chiave
del successo che alcune regioni italiane hanno in questo campo (in primis
la Toscana, ma anche il Piemonte, il Friuli, ’Emilia Romagna) e dei
miglioramenti significativi che tutte hanno conseguito nell’ultimo decennio
passa attraverso la formazione tecnica e relazionale dei rianimatori ed
attraverso 1’opera dei coordinatori ospedalieri dei prelievi.

D organizzazione della rete regionale di procurement

Quando si parla della carenza di donatori di organi inevitabilmente si sente
invocare un’azione di “sensibilizzazione” al problema e di diffusione della
cosiddetta “cultura della donazione”, oppure, in alternativa, una legislazione
piu coercitiva che non consenta I’opposizione al prelievo.

Occorre dire con franchezza, tuttavia, che la maggior causa di perdita di
potenziali donatori non sta nelle opposizioni alla donazione, ma nel sistema
sanitario che non segnala tutti i potenziali donatori, e domandarsene le ragioni
ed intervenire su di esse.

Identificare un potenziale donatore in morte encefalica, segnalarlo al
Centro Regionale Trapianti, convocare la commissione di accertamento della
morte (un medico legale, un neurofisiopatologo e un rianimatore), mantenerlo
a cuore battente per il tempo dell’accertamento, spiegare alla famiglia la
realta della morte, richiedere la non opposizione, valutare 1’idoneita del
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donatore in toto e degli organi eventualmente prelevabili e portare il soggetto
in sala operatoria ¢ un lavoro aggiuntivo molto gravoso per il rianimatore e
puo rendersi necessario in qualunque ora del giorno e in qualunque giorno
dell’anno; per di pitt un potenziale donatore in morte encefalica non identificato
e non segnalato tempestivamente va incontro all’arresto cardiaco in poche ore
senza lasciare traccia di sé; se non ¢ adeguatamente supportato ¢ facile per
il rianimatore cedere alla tentazione di non segnalare la morte encefalica a
causa delle mille difficolta organizzative e pratiche che si incontrano e che si
sommano a quelle proprie del suo lavoro.

Per avere un buon numero di donatori sono percio assolutamente necessari
due fattori: il primo ¢ una organizzazione ospedaliera che predisponga il
percorso di accertamento, mantenimento, valutazione di idoneita e prelievo
in modo che non diventi un impossibile tour de force per “un uomo solo
al comando”; il secondo € una buona formazione tecnica, relazionale e
motivazionale dei rianimatori.

A questo scopo ¢ nata in Spagna la figura del transplant coordinator,
successivamente introdotta anche in Italia; si tratta di un medico formato
ad hoc che dedica parte del proprio tempo a risolvere preventivamente i
problemi che si possono insorgere durante una donazione ed a formare tutti
i professionisti coinvolti nel processo. Il coordinatore ospedaliero affronta e
risolve 1 problemi organizzativi “prima”, affinche¢ il rianimatore non debba
affrontarli “durante”; in staff alla direzione sanitaria per questa parte del
proprio lavoro, il coordinatore individua “chi fa che cosa e quando” in un
processo che coinvolge decine di persone, che avviene raramente, ¢ che
deve svolgersi con la stessa efficacia ed efficienza in ogni ospedale dotato
di rianimazione, anche in quelli piccoli che non hanno a disposizione tutte le
competenze e le strutture di quelli grandi. Dagli esami di laboratorio non di
routine ma che in questo caso vanno fatti in urgenza, alle indagini diagnostiche
come le ecografie addominali e cardiache, dall’elettroencefalogramma alla
convocazione del collegio di accertamento della morte, dal portinaio che
guida I’equipe di prelievo alla sala operatoria all’autista che porta i campioni
biologici al centro regionale per le tipizzazioni, tutto deve essere previsto
prima, affinché il rianimatore che segnala il potenziale donatore non si trovi a
dover fare I’impossibile. Oltre a questo compito organizzativo il coordinatore
ospedaliero individua i bisogni formativi e provvede, in collaborazione col
Coordinamento Regionale dei Prelievi al loro soddisfacimento, in modo che
tutti gli operatori coinvolti siano aggiornati e consapevoli del loro compito. A
sua volta il Coordinamento Regionale dei Prelievi organizza la formazione dei
coordinatori, monitorizza i decessi di tutte le rianimazioni della rete, supporta
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h 24 i coordinatori ospedalieri ¢ i rianimatori impegnati nel procurement,
interviene con le Procure della Repubblica in caso di problemi giuridici, cura
la comunicazione sociale.

La comunicazione individuale e sociale della donazione

Il Coordinamento Regionale dei Prelievi del Piemonte ha creato dei corsi di
formazione alla comunicazione ed alla relazione con le famiglie in lutto che,
impiegando tra i docenti medici, infermieri e psicologi, ed avvalendosi della
collaborazione di attori professionisti per esercitazioni di role playing nelle
quali i discenti interpretano i sanitari e gli attori impersonano i congiunti,
conducono ad una consapevolizzazione della proprie reazioni nei confronti
della perdita e del Iutto, e successivamente alla acquisizione di abilita
relazionali specifiche, che aiutano di molto sia il colloquio di donazione e
piu in generale la relazione di aiuto. Tali corsi sono stati assunti nell’offerta
formativa nazionale del Centro Nazionale Trapianti. Riprendendo il concetto
espresso nel precedente paragrafo, ¢ da sottolineare che il primo frutto di
questa formazione non ¢ un aumento dei consensi, ma delle segnalazioni di
potenziali donatori; acquisiti degli strumenti non solo tecnici ma psicologici
e relazionali il rianimatore non ha piu paura di accostare le famiglie e quindi
non omette piu di segnalare i soggetti in morte encefalica. Ovviamente anche
I’esito finale dei colloqui di donazione migliora, ma, come gia detto, esso
¢ il frutto di molte altre variabili: dall’espressione in vita della volonta del
defunto, che se c’¢ stata ¢ inviolabile, alla qualita delle cure percepita dalla
famiglia, dalla percezione sociale del sistema sanitario in quel tempo in quella
regione all’effetto positivo o negativo di eventi di cronaca particolari (si pensi
alla storia di Nicholas Green da un lato o agli scandali sanitari dall’altro).

La comunicazione sociale € cosa costosissima; “nel rumore di fondo” della
pubblicita che investe miliardi farsi sentire con i mezzi della sanita pubblica
¢ impossibile; si fanno sporadicamente campagne pubblicitarie, ma la loro
efficacia ¢ tutta da dimostrare, e presumibilmente ¢ quasi nulla: servono
sostanzialmente a dare a pazienti ed operatori (gli unici che nel rumore di
fondo le notano perché hanno gia attenzione all’argomento) la sensazione che
all’istituzione importi qualcosa del problema.

In tempi di crisi economica, per di piu, occorre quindi impiegare le
risorse in modo particolarmente oculato. A tale scopo si tende sempre piu
frequentemente alla valutazione di risultato delle iniziative informative, ad
esempio mediante interviste telefoniche fatte a coloro che dovrebbero aver
ricevuto materiale informativo, come i neo diciottenni che ogni anno vengono
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raggiunti da una lettera e da materiale del Coordinamento Regionale dei
Prelievi, oppure mediante rilevazioni fatte presso le edicole nella settimana
successiva alla veicolazione del materiale informativo attraverso i settimanali.
E opinione sempre piu condivisa che le campagne informative per la
popolazione debbano essere ben mirate, calibrate e verificate quanto meno
nella loro capacita di giungere effettivamente ai destinatari; piu difficile
valutarne gli effetti sulla favorevolezza della popolazione perché sono troppi i
fattori confondenti. E un dato di fatto, comunque, che sia I’istituzione sanitaria
che le associazioni di volontariato stiano professionalizzando anche questo
aspetto della loro attivita. Il Coordinamento Regionale Prelievi del Piemonte
ha ricevuto in regalo oltre dieci anni fa dallo Studio Testa il proprio logo (il
cuore nel pacchetto rosso col fiocco bianco) e il proprio slogan: “chi aspetta
un organo non aspetta altro”; oltre al regalo lo Studio Testa ci ha dato anche
una semplice lezione: non cambiare, ma cercare di accreditare lentamente nel
tempo quel logo e quello slogan in modo da supplire almeno parzialmente
con la continuita alla scarsa intensita imposta dalle poche risorse finanziarie.
Un’altra lezione importante ricevuta dai comunicatori professionisti ¢ che
assai piu della pubblicita sono utili le buone notizie; per questo, € non per
narcisismo, si cerca di far comunicare dai media gli straordinari successi
che la medicina dei trapianti sta conseguendo, consapevoli del fatto che
queste notizie orientano la popolazione verso la donazione molto di piu delle
campagne pubblicitarie e a costo zero. E questa un’altra prova che la medicina
dei trapianti rappresenta davvero “la societa cura se stessa”; la comunicazione
del buon risultato diventa il mezzo piu efficace perché la societa dia alla
medicina il farmaco necessario per essere essa stessa curata.
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Riassunto

Il Disturbo di Identita di Genere, altrimenti noto come Transessualismo,
¢ una situazione esistenziale drammatica che consiste in una profonda
incompatibilita tra sesso biologico e sesso psichico, cio¢ il sesso cui il soggetto
sente di appartenere. Si tratta di una condizione rara che si ritiene colpisca
1 maschio su 30.000 ed 1 femmina su 100.000. In tutti i paesi piu avanzati
esistono Centri che si occupano di queste persone, il cui obiettivo ¢ quello di
raggiungere il sesso cui si sentono di appartenere. Presso I’Ospedale Molinette
di Torino, dal 2005 ¢ attivo il CIDIGeM (Centro Interdipartimentale Disturbi
Identita di Genere Molinette), che vede coinvolti piu di 20 professionisti di
differente estrazione, che assicurano un approccio multidisciplinare a questo
grave problema. Ad oggi, presso il Centro, hanno concluso il lungo percorso
e sono stati sottoposti agli interventi di Riattribuzione Chirurgica del Sesso
(RCS) 53 soggetti, di cui 44 da maschio a femmina (M to F) ¢ 9 da femmina
a maschio (F to M).
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Abstract

Gender Identity Disorder (GID), otherwise known as Transsexualism, is a dramatic
existential situation which consists of a deep incompatibility between biological and
psychological sex. GID is a rare condition that occours in 1 male every 30.000 and 1
female every 100.000. In all developped countries we can found centers that deal with
these people, whose objective is to achieve the gender they feel to belong to. At the
“Molinette” Hospital of Turin, since 2005, is active the CIDIGeM (Interdepartmental
Centre for Gender Identity Disorders - Molinette), involving more than 20 professionals
from different backgrounds, ensuring a multi-disciplinary approach to this serious
problem.

To date, at our Centre, 53 subjects, including 44 male-to-female (M to F) and 9 female
to male (F to M), were submitted to Sex Reassignement Surgery (SRS).
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Per Disturbo di Identita di Genere, pit noto come Transessualismo, si
intende una situazione esistenziale drammatica, per fortuna rara, che puo
anche portare al suicidio, caratterizzata da una netta incompatibilita tra il
sesso biologico ed il sesso psichico, situazione che puo essere trattata solo
adeguando il sesso corporeo a quello psichico e, purtroppo, non viceversa.
Esistono, come ¢ noto, altre forme di ambiguita sessuale, ma il vero
transessualismo ¢, per fortuna, molto raro; si stima che sia transessuale 1
uomo ogni 30.000 (MtoF) ed 1 donna ogni 100.000 (FtoM).

Anche se il termine “Transessualismo” compare, per la prima volta, nel
1953 su di una rivista americana di psichiatria in uno studio condotto da
Benjamin e lo stesso autore, nel 1966, ribadisce 1’esistenza del fenomeno®,
tuttavia il problema ¢ ben noto sin dall’antichita e, nei secoli passati, queste
persone sono state emarginate, derise, talora perseguitate ed, ancora oggi, gran
parte dell’opinione pubblica le considera persone viziose. Il primo intervento
chirurgico di “cambio di sesso” fu eseguito in Danimarca nel 1952 e, da
allora, il problema ¢ stato affrontato con interesse sempre maggiore dalla
scienza medica. Sino alla fine del ‘900 si riteneva che il Transessualismo fosse
dovuto, prevalentemente, a cause psico-socio-ambientali, cio¢ che 1’Identita
di Genere, determinata soprattutto dal corredo genetico, potesse essere
modificata da traumi psichici di vario genere che si verificassero durante
I’infanzia o I’adolescenza™®>®, Da quando il problema del Transessualismo
ha cominciato ad essere affrontato in modo scientifico, sono stati condotti e
si stanno conducendo studi di tipo genetico, anatomico e neuro-fisiologico
che dimostrerebbero, invece, una prevalenza delle cause biologiche, cio¢
il Transessualismo potrebbe dipendere da una anomala “impregnazione
ormonale” del cervello durante la vita intra-uterina, in conseguenza di
anomalie genetiche, come per esempio dei geni che codificano per il
recettore per gli androgeni”#%1%!V ] problema ¢ estremamente complesso ed
affascinante e, in tutto il mondo, anche a Torino, si stanno conducendo studi
in questo senso.

Nei paesi piu avanzati esistono Centri che si occupano di questo difficile
problema. Presso 1’Ospedale Molinette di Torino ¢ attivo, dal 2005, un Centro,
che abbiamo denominato CIDIGeM (Centro Interdipartimentale Disturbi
Identita di Genere Molinette), nato dalla collaborazione tra la Divisione
Universitaria di Urologia allora da me diretta, la Divisione Universitaria di
Endocrinologia e Malattie del Metabolismo diretta dal Prof. Ezio Ghigo, la
Divisione Universitaria di Psichiatria diretta dal Prof. Filippo Bogetto, la
Fondazione Carlo Molo ¢ I’ONIG (Osservatorio Nazionale Disturbi Identita
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di Genere), naturalmente con il sostegno della Direzione Sanitaria. I1 Centro
fu, poi, riconosciuto come Centro di Eccellenza dalla Facolta di Medicina e
Chirurgia dell’Universita degli Studi di Torino e come Centro di Riferimento
dalla Regione Piemonte.

Nel CIDIGeM, il cui Direttore Scientifico ¢ il Prof. Dario Fontana,
sono impegnate, con competenze diverse, piu di 20 persone (Figura 1)
che lavorano in modo interdisciplinare. Dal momento che il problema si
manifesta, spesso, gia nella prima infanzia o nell’adolescenza ed, in questi
casi, si possono verificare situazioni molto difficili per la famiglia, dal 2010
abbiamo attivato una collaborazione con la Neuro-Psichiatria Infantile diretta
dal Prof. Roberto Rigardetto e con I’Istituto di Terapia Familiare diretto dalla
Dott. Patrizia Petiva, che prendono in carico i familiari ed il bambino fino al
18° anno di eta.

vSettore uro-andrologico
« Prof. D.Fontana
« Prof.Agg. L.Rolle
« Dott. C.Ceruti
« Dott. M.Timpano

vSettore psi
« Prof. F. Bogetto
« Prof. D. Munno
« Prof. R. Rigardetto
« Dott.ssa A. Gualerzi
« Dott.ssa M. Molo
« Dott.ssa C. Crespi
« Dott.ssa V. Mineccia

vSettore endocrinologico
« Prof. E. Ghigo
« Prof.Agg. C. Manieri
- Dott. C. Di Bisceglie

. Dott.ssa G. Zullo vOtorinolaringoiatria
- Dott.ssa R. Cavarretta + Dott. A. Cavalot
«Dott.ssa D. Massara
- Dott.ssa P. Petiva vChirurgia generale/laparoscopia
vChirurgia plastica « Dott. P. Mioli
« Prof. S. Bruschi « Dott. L. Petruzzelli
« Prof. P. Bogetti
- Dott. G. Datta

Figura 1. Organigramma del CIDIGeM.

Abbiamo attivato alle Molinette uno sportello telefonico di accoglienza
(011/6334387), raggiungibile il giovedi dalle 13,30 alle 16,30, al quale
si puo rivolgere chiunque pensi di avere problemi di questo genere, che
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magari non ¢ mai riuscito a confidare a nessuno; trovera all’apparecchio una
psicologa che lo ascoltera e, se lo riterra opportuno, lo convochera per un
primo colloquio. Se la psicologa pensa che si possa trattare di un Disturbo
di Identita di Genere, allora iniziera una fase psico-diagnostica gestita dagli
psicologi e dagli psichiatri, della durata di circa 6 mesi e, nel caso in cui
il sospetto diagnostico venga confermato, allora il soggetto verra affidato
agli endocrinologi che lo tratteranno con gli ormoni del sesso che desidera
raggiungere, per un periodo di 1/2 anni; in questo periodo modifichera
progressivamente il proprio aspetto ed il proprio comportamento e questa
trasformazione verra attentamente seguita dagli endocrinologi e dagli
psicologi. Alla fine di questo lungo percorso di preparazione, il soggetto,
esibendo le relazioni dei vari specialisti, potra richiedere al Tribunale di
residenza 1’autorizzazione per poter essere sottoposto agli interventi di
Riattribuzione Chirurgica del Sesso (RCS), in base alla Legge n.164 del
1982, requisito indispensabile anche per poter ottenere, dopo gli interventi
chirurgici, la variazione anagrafica.

La Figura 2 riassume 1’attivita del CIDIGeM dal marzo del 2005 all’ottobre
del 2012. Le persone che si sono presentate alla prima visita sono state 331,
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Figura 2. Attivita del CIDIGeM.
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238 quelle che sono state sottoposte alla fase psico-diagnostica, 154 quelle
ritenute affette da Disturbo di Identita di Genere e che, quindi, sono state
affidate agli endocrinologi per le terapie ormonali, 53 sono state sottoposte
agli interventi di Riattribuzione Chirurgica del Sesso (RCS), di cui 44 da
maschio a femmina (M to F) e 9 da femmina a maschio (FtoM); 63 soggetti,
studiati altrove, anche all’estero, hanno chiesto di poter essere operati presso
il nostro Centro.

Figura 3. Asportazione dei corpi cavernosi e del glande, dal quale é stata staccata una porzione
che costituira il neo-clitoride.
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Figura 4. Costruzione della neovagina utilizzando due lembi di cute (penieno e perineo-
scrotale) e sua introflessione nel canale costruito fra retto e prostata; si costruiscono, quindi,
le piccole, le grandi labbra ed il clitoride.

Per quanto riguarda la Riattribuzione Chirurgica del Sesso in senso MtoF,
I’intervento genitale, indubbiamente molto complesso, viene eseguito in
tempo unico e consiste nella asportazione del pene e dei testicoli e nella
costruzione della vagina con lembi cutanei, delle piccole e grandi labbra e del
neoclitoride, utilizzando una porzione di glande naturalmente vascolarizzata
ed innervata (Figure 3.4).

Altri interventi chirurgici extra-genitali che la paziente puo richiedere sono
la mastoplastica addittiva ed un intervento sulle corde vocali per modificare il
tono della voce.

Mentre nella chirurgia da maschio a femmina I’intervento genitale viene
eseguito in tempo unico, nella chirurgia da femmina a maschio (FtoM) sono
necessari piu interventi, ancora pit complessi e dai risultati estetici e funzionali
meno brillanti. In un primo intervento si eseguono la istero-annessiectomia
laparoscopica e la mastoplastica riduttiva, in un secondo intervento si esegue
la falloplastica, generalmente utilizzando un lembo di cute addominale
(Figura 5) e si applicano le due protesi testicolari; in un intervento successivo
si impianta la protesi idraulica del pene per consentire I’erezione del neo-
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Figura 5. Costituzione del neofallo utilizzando un lembo di cute addominale.
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fallo. Il neo-fallo puo essere costruito anche utilizzando un lembo libero di
cute prelevato dall’avambraccio, i1 cui vasi e nervi vengono poi anastomizzati
ai vasi ed ai nervi dell’area genitale con tecnica microchirurgica.

La chirurgia del Transessualismo, come abbiamo visto, € una chirurgia
molto complessa, che espone a possibili complicanze e reinterventi e che
deve essere preceduta da un lungo percorso diagnostico e di preparazione.
Ciononostante, la grande maggioranza dei soggetti operati, alla domanda se
erano pentiti di essersi sottoposti ad una avventura cosi lunga, complessa e
disseminata di dolori, ha risposto che lo avrebbe rifatto, a conferma delle
gravi sofferenze psichiche provocate dalla condizione di Transessualismo.
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Riassunto

In questo articolo vengono affrontate le problematiche diagnostiche legate
al Disturbo dell’Identita di Genere, ’attenzione agli aspetti psicologico-
soggettivi dell’orientamento sessuale ed agli aspetti culturali e sociali in
evoluzione continua. Nello specifico, facendo riferimento all’esperienza
del nostro centro, si riportano le fasi dell’assessment psicologico-clinico,
della valutazione testistica e dei percorsi psicologici e psicofarmacoterapici
precedenti e conseguenti agli interventi ormonali e di riconversione chirurgica
del sesso. Si conclude ricordando le problematiche ancora aperte rispetto a
un problema cosi complesso della natura umana affrontato al momento in
un’ottica psicologico-medica e chirurgica.
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Summary

In this article, diagnostic problems related to Gender Identity Disorder, with direct
attention to subjective-psychological aspects of sexual orientation and cultural and
social aspects in continuous evolution, are presented. Specifically, with reference to
the experience in our center, there are reported clinical and psychological assessment
phases, which preexist and ensue hormonal interventions and sex reassignment
surgery. We conclude remembering still open problems about the complex theme of
human nature, faced up through a medical-psychological and surgical view.
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Per affrontare questo argomento estremamente complesso dal punto di

vista clinico, medico, professionale ed anche esistenziale, ¢ fondamentale
fare alcune riflessioni introduttive:

)

2)

3)

4)

Avere ben presenti le problematiche legate alla diagnosi differenziale, alla
esclusione di una condizione fisica, che possa condurre all’intersessualita
(insensibilita agli androgeni, iperplasia surrenale) e alla non esclusione
teorica di un ferzo sesso non ancora dimostrato biologicamente.

Riflettere sui rapporti tra una medicina curativa, una medicina migliorativa
e una medicina senza limiti. 11 confronto nasce tra coloro che considerano
gli interventi “terapeutici” (ormonali o RCS) contro natura e chi pensa che
questi interventi chiariscano uno stato di natura biologico ed addirittura lo
possano correggere.

Per 1 medici, gli psichiatri, gli psicologi, il punto di riferimento rimangono
1 nostri manuali diagnostici che indirizzano la diagnosi e di conseguenza
il percorso della cura in un’ottica strettamente medica, con particolare
attenzione alle comorbidita psichiatriche.

Esistono pero anche nuove Linee Guida per la Salute delle Persone
Transessuali, Transgender e di Genere Non Conforme, promosse dalla
WPATH (World Professional Association for Transgender Health 2011V,
I movimenti internazionali incidono molto nel cambiare il panorama della
salute transgender. Infatti la prima grande conquista ¢ ’affermazione
che la non-conformita di genere non ¢ una patologia. Si abbandona la
prospettiva medico-psichiatrica e si afferma la depatologizzazione a
favore dell’autodeterminazione dell’identita sessuale. Si coglie quindi
I’importanza, rispetto a questo tipo di problematiche, delle diverse
concezioni della cultura, della salute, della ricerca e dell’educazione,
sempre nel rispetto della dignita delle persone transessuali®®.

Riguardo alla nostra esperienza diretta il punto di partenza rimane costituito

dai criteri del DSM-IV TR per la diagnosi del Disturbo dell’Identita di Genere
che di seguito riportiamo®:

A.

Una forte e persistente identificazione col sesso opposto (non solo
un desiderio di qualche presunto vantaggio culturale derivante
dall’appartenenza al sesso opposto).

Nei bambini il disturbo si manifesta con quattro (o piu) dei seguenti

sintomi:

1) desiderio ripetutamente affermato di essere, o insistenza sul fatto di
essere, dell’altro sesso
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2) nei maschi, preferenza per il travestitismo o per [’imitazione
dell’abbigliamento femminile; nelle femmine, insistenza nell’indossare
solo tipici indumenti maschili

3) forti e persistenti preferenze per i ruoli del sesso opposto nei giochi
di simulazione, oppure persistenti fantasie di appartenere al sesso
opposto

4) intenso desiderio di partecipare ai tipici giochi e passatempi del sesso
opposto

5) forte preferenza per i compagni di gioco del sesso opposto

Negli adolescenti e negli adulti, I’anomalia si manifesta con sintomi come
desiderio dichiarato di essere dell’altro sesso, o di farsi passare spesso
per un membro dell’altro sesso, desiderio di vivere o essere trattato come
un membro dell’altro sesso, oppure la convinzione di avere sentimenti e
reazioni tipici dell’altro sesso.

. Persistente malessere riguardo al proprio sesso o senso di estraneita
riguardo al ruolo sessuale del proprio sesso.

Nei bambini, I’anomalia si manifesta con uno dei seguenti sintomi: nei
maschi, affermazione di disgusto verso i propri genitali, o speranza che
essi scompaiano, o avversione verso i giochi di baruffa e rifiuto dei tipici
giocattoli e attivita maschili; nelle femmine, rifiuto di urinare in posizione
seduta, rifiuto nei confronti della crescita del seno e nei confronti del ciclo
mestruale, speranza che i genitali diventino di tipo maschile, avversione
verso I’abbigliamento femminile tradizionale.

Negli adolescenti e negli adulti, I’anomalia si manifesta con sintomi come

preoccupazione di sbarazzarsi delle proprie caratteristiche sessuali e/o
convinzione di essere nati del sesso sbagliato.

. Panomalia non € concomitante con una condizione fisica intersessuale.

. Canomalia causa disagio clinicamente significativo o compromissione
dell’area sociale o lavorativa.

Specificare se (per soggetti sessualmente maturi):

—  Sessualmente attratto da maschi

—  Sessualmente attratto da femmine

—  Sessualmente attratto sia da maschi che da femmine

—  Non attratto sessualmente né da maschi né da femmine
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Le nostre modalita di procedere, per impostare correttamente la diagnosi,
presuppongono una serie di osservazioni di approfondimento sul DIG e sui
percorsi che deve affrontare la persona transessuale a livello endocrinologico,
psicologico e chirurgico.

Una persona con DIG (transessuale) sente di appartenere al genere opposto
rispetto a quello in cui ¢ nato, ¢ consapevole di tale discrepanza, e sente la
necessita di adeguare il suo corpo al suo vissuto interno®.

I1 DIG ¢ una condizione rara: il DSM-IV-TR stima che, in Europa, circa 1
maschio adulto su 30.000 sente di essere femmina (MtF - Male to Female),
ed una femmina adulta su 100.000 sente di essere maschio (FtM - Female
to Male): entrambi percio richiedono interventi chirurgici per vivere in
un corpo il piu possibile coerente con il proprio vissuto psicologico e
desiderano possedere documenti anagrafici che confermino I’identita di
genere a cui sentono di appartenere. La condizione transessuale ¢ pertanto
differente rispetto alla condizione delle persone transgender, le quali
non sentono di appartenere in maniera cosi rigida né all’uno né all’altro
genere.

Quando parliamo di persone transessuali, quindi, parliamo di identita di
genere, ovvero il “sentimento di appartenenza” all’uno o all’altro genere,
indipendentemente dal sesso anatomico di nascita, basato sul corredo
cromosomico. Questa dissociazione tra corpo e identita genera profondo
disagio, confusione e a fatica viene compresa dalla persona transessuale e
da chi la circonda. Generalmente, superata la confusione e la paura, viene
intrapreso un percorso di transizione verso il genere desiderato, che talora
puo giungere alla trasformazione chirurgica delle caratteristiche anatomiche
sessuali.

Secondo diversi studi clinici, alla base del fenomeno del transessualismo
si puo individuare la combinazione complessa di fattori bio-psico-sociali. Le
caratteristiche biologiche predisponenti, le relazioni affettive significative,
I’ambiente sociale ed educativo in cui I’individuo si trova a crescere e le
esperienze di vita portano allo sviluppo della personalita e all’acquisizione
dell’identita di genere. Pertanto I’individuo presenta alla nascita determinate
caratteristiche costituzionali che possono svilupparsi o manifestarsi
allorquando si verifichino anche certe condizioni esterne.

E importante sottolineare che parlando di “scelta transessuale” si intende il
momento in cui la persona decide di esternare cid che da tempo vive dentro di
sé: la scelta non ¢ attuata nel senso intenzionale o volontario del termine, ma
perché nessun’altra vita risulta tollerabile®.
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Il percorso che la persona transessuale deve effettuare ¢ molto lungo
(Osservatorio Nazionale sull’Identita di Genere), e, in Italia, nel caso in cui si
voglia arrivare alla riconversione chirurgica del sesso, ¢ regolamentato dalla

legge.

Liter ¢ composto da differenti fasi:

La persona, afflitta da un persistente disagio col proprio corpo e col ruolo
che deve condurre nella societa, inizia a interrogarsi sulla propria identita e a
sentire il bisogno di confrontarsi su questi temi.

1) 1l primo contatto con i professionisti pud avvenire o direttamente o mediato
dalle diverse associazioni di utenti. Il soggetto arriva a contattare gli
specialisti (in prima battuta viene inviato allo psicologo del servizio) o con
I’obiettivo di comprendere meglio cio che sente o decisamente per ottenere
terapie ormonali o chirurgiche.

2) Il percorso psicologico: € una delle fasi fondamentali, anche se spesso viene
vissuto come “obbligo” e pertanto non sempre adeguatamente utilizzato
dalle persone transessuali. Si tratta di un percorso prevalentemente volto alla
psicodiagnosi, durante il quale vengono esplorati gli aspetti di personalita,
la storia di vita, e approfondita I’autenticita della motivazione a proseguire
nell’iter®”. Durante il percorso psicologico € previsto per tutti i pazienti
un approfondimento diagnostico della personalita e di alcune dimensioni
psicopatologiche attraverso la somministrazione di test psicologici quali
il Test di Rorschach e il Minnesota Multiphasic Personality Inventory - 2
(MMPI-2); vengono inoltre somministrati il WHOQOL-100, questionario
sulla qualita della vita e il Gender Identity Dysphoria Questionnaire. Sono
inoltre previste ulteriori batterie di test per la raccolta di informazioni utili
per la ricerca scientifica, previa autorizzazione del paziente.

3) La terapia ormonale: al termine di almeno sei mesi di percorso psicologico

viene valutata con I’équipe I’opportunita di autorizzare una terapia
ormonale, in accordo con I’endocrinologo. Lobiettivo della terapia ¢
quello di modificare i caratteri sessuali terziari ed inibire manifestazioni
funzionali proprie del sesso biologico di appartenenza®.
La terapia ormonale ha anche una forte valenza “auto-diagnostica”, in
quanto tali effetti possono avere sul soggetto una spinta confermativa,
o, al contrario, indurlo a riconsiderare tutto il percorso. Il compito dello
psicologo consiste nel supportare il paziente in questi percorsi confermativi
o regressivi rispetto alla ricerca della propria identita.
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4) 1l “testdivitareale” (RLT, Real Life Test): il soggetto, con 1’aiuto dell’inizio
della terapia ormonale, inizia a “vivere” nel contesto sociale come persona
del sesso a cui sente di appartenere, adottando il ruolo di genere consono.
Anche questa fase ¢ supportata con colloqui psicologici ed ¢ fortemente
auto-diagnostica dal momento che il soggetto ha modo di sperimentarsi
per raggiungere la certezza di essere in grado di vivere nel mondo reale nel
genere scelto.

5) L'iter legale: a due anni dall’inizio del percorso psicologico, nel caso in cui

sussista il desiderio di sottoposi all’intervento chirurgico di riconversione
del sesso, vengono stilate dai professionisti che hanno in carico la persona
interessata delle relazioni su questa e sul percorso effettuato. Queste relazioni
supporteranno la richiesta di autorizzazione all’intervento chirurgico, che
deve essere inoltrata al Tribunale competente per residenza.
11 giudice, dopo aver accettato le perizie di parte e sentito il parere di periti
d’ufficio, puo decidere se concedere I’autorizzazione con sentenza. In base
alla legge 164, in seguito all’intervento chirurgico, puo essere effettuato
un secondo ricorso, supportato dalla cartella clinica attestante 1’avvenuto
intervento, per ottenere la rettifica dei dati anagrafici da parte del Tribunale,
a cui segue la correzione del nominativo su tutta la documentazione
anagrafica (patente, licenze, titoli di studio, depositi bancari ecc...).

6) La RCS (Riconversione Chirurgica di Sesso): ottenuta 1’autorizzazione
all’intervento, la persona viene inserita nella lista d’attesa per 1’intervento
chirurgico. Lattesa pud durare da pochi mesi ad alcuni anni, a seconda
del tipo di struttura (pubblica o privata), dell’affluenza di utenza in quella
specifica struttura e dal tipo di conversione (da uomo a donna o viceversa).
In ogni caso la fase chirurgica prevede I’asportazione degli organi genitali
primari e secondari e la ricostruzione, in gradi diversi, di strutture fisiche
somiglianti il piu possibile agli organi sessuali secondari del sesso
desiderato (neo-vagina, neo-pene)?.

7) 1l “follow-up . sarebbe importante, oltre ai dovuti controlli specialistici,
effettuare alcuni incontri di follow-up generalizzati (a 6 mesi, 1 anno, 2
anni dalla RCS) per monitorare la stabilita del benessere della persona
verificando 1’inserimento sociale e le condizioni psicofisiologiche
connesse con gli adeguamenti effettuati. Fondamentale mantenere costante
il monitoraggio ormonale nel corso di tutta la vita.

Nel caso in cui sia necessario un percorso psicologico post-intervento o
nel caso in cui il paziente dovesse richiedere un percorso psicologico curativo
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per Disturbo di Identita di Genere, 1 pazienti vengono inviati al C.S.M. di
competenza o presso la Clinica Psichiatrica Universitaria.

Il percorso psicologico continua in parallelo a tutti gli steps successivi,
accompagnando la persona durante tutte le fasi della transizione.

Sono proposte terapie farmacologiche, dallo specialista psichiatra, a
persone transessuali nei seguenti casi:

— Sintomi psichiatrici concomitanti al Disturbo di Identita di Genere, come
ad esempio depressione, ossessivita, psicosi.

— Accompagnamento all’intervento ormonale e chirurgico: € stato evidenziato
come, nel corso dello stressante percorso che la persona deve affrontare,
si sono frequentemente manifestati disturbi del sonno, ansia, binge-
eating, meritevoli di ausilio farmacoterapico. Utile in parallelo effettuare
eventualmente un counseling per i familiari.

— Ausilio per “sopportare” il Disturbo di Identita di Genere: nel caso in cui
la persona rifiuti I’intervento ormonale e/o chirurgico o questi non vengano
concessi dalla valutazione dello psichiatra.

Sottolineiamo in conclusione I’importanza di riuscire ad affrontare
questa grossa sofferenza soggettiva che si traduce in difficolta psicologiche,
sociali e lavorative. Fondamentale il percorso formativo propedeutico per
tutti gli operatori che lavorano in questo ambito, 1’effettuazione di continue
supervisioni, I’attenzione ai rischi del burnout e I’alimentazione di una
continua capacita di ascolto, associata alla volonta di comprensione e di aiuto
operativo.

Tornando quindi al titolo della nostra conferenza e ai quattro punti
introduttivi, rimangono comunque aperte alcune problematiche teorico-
cliniche: la terapia ¢ secondaria ad una patologia riconosciuta e viene
effettuata da professionisti della sanita secondo percorsi teorico-tecnici
collaudati. Nell’ottica di una depatologizzazione questa premessa salta, quindi
viene escluso il momento della diagnosi, il percorso di assessment medico
e psicosessuologico, viene rivendicata 1’autodeterminazione dell’identita
sessuale e si “esige” la terapia dai professionisti della salute.

Si precisa inoltre che per anni, prima dell’esperienza del CIDIGEM si ¢
tentato inutilmente, tramite interventi psicoterapici di diverso indirizzo, di
modificare senza successo il Disturbo di Identita di Genere.
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Riassunto

Il Disturbo di Identita di Genere rappresenta una realtd con la quale la
Medicina deve confrontarsi per saper dare risposte esaurienti almeno in
termini di trattamenti volti a migliorare la qualita della vita dei soggetti che
ne sono affetti. In diverse parti del mondo sono stati definiti degli Standard
di Cura che prevedono un supporto in ambito psicologico, endocrinologico e
chirurgico. In questa sede viene tratteggiato il trattamento ormonale “cross sex”
effettuato in Italia in accordo con gli standard d’intervento dell’Osservatorio
Nazionale sull’ldentita di Genere (O.N.I.G.). Il trattamento dei soggetti in
transizione da maschio a femmina (MtF) viene effettuato con estradiolo ed
antiandrogeni mentre nei soggetti in transizione da femmina a maschio (FtM)
con testosterone. I trattamenti standardizzati sono, comunque, personalizzabili
nella posologia, via di somministrazione e tipo di associazione tra farmaci
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e devono essere mantenuti fino agli interventi di riassegnazione chirurgica
del sesso. Dopo la chirurgia inizia il trattamento ormonale sostitutivo con
I’ormone del nuovo sesso di appartenenza che ¢ auspicabile mantenere
“a vita”. Questi trattamenti sono in complessivo sicuri su di un piano di salute
quando somministrati a soggetti sani o ben compensati qualora affetti da
co-patologie; presentano scarsi e tollerabili effetti collaterali se somministrati
nei dosaggi corretti e non paiono determinare rischi neanche nei tempi lunghi
di utilizzo. Il follow up endocrino-metabolico personalizzato rappresenta lo
strumento indispensabile per mantenere questi soggetti in condizioni di buona
salute evitando le complicanze dell’ipogonadismo scompensato.

Abstract

Gender Identity Disorder is a medical condition that physicians have to face in order
to give appropriate responses in terms of treatments aimed to improve the patients’
quality of life. Specific Standards of Care have been formulated in several Countries.
These standards include a psychologic, endocrine and surgical approach. Here we
describe the cross-sex hormonal treatment performed in Italy according to the ONIG
(National Observatory on Gender Identity) standards of care. MtF subjects are treated
with estradiol and antiandrogens while FtM subjects receive testosterone. Standard
treatments may be individualized in terms of dosage, administration route, and drug
associations and must be continued until surgical sexual reassignment is performed.
After surgery, lifelong hormonal replacement therapy is initiated. These hormonal
therapies are overall safe when administered to healthy subjects or to patients with
well-controlled co-morbidities. When given at appropriate dosage they show few and
tolerable side effects and do not seem to determine significant risks in the long term.
Tailored endocrine and metabolic follow-up is an essential tool to keep these subjects
in good health and to avoid the complications of non-compensated hypogonadism.
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Introduzione

Le persone con Disturbo dell’ldentita di Genere (DIG) sempre piu
frequentemente si rivolgono alla classe medica per essere aiutati nella loro
ricerca di un aspetto piu consono all’identita percepita. In questo contesto
si pone il trattamento ormonale che ¢ in grado di revertire gran parte del
fenotipo specifico del sesso biologico e di indurre i caratteri sessuali secondari
del sesso opposto.

Il trattamento ormonale (TO) ¢ indicato per le persone maggiorenni con
DIG che richiedono un adeguamento fenotipico alla propria identita le
quali sono, nella grande maggioranza, orientate alla successiva conversione
chirurgica del sesso (RCS). Il TO si articola in due fasi:

1. Il percorso di transizione (gia inteso come test della vita reale o RLE)
2. 1l trattamento sostitutivo cronico (replacement therapy - RT)

Lendocrinologo dedicato alla gestione clinica dei soggetti con DIG nel
suo operare deve attenersi ai consigli operativi messi a punto dalle maggiori
Associazioni/Societa scientifiche che si occupano dell’argomento, nello
specifico: i1 WPATH (World Professional Association for Transgender
Health), ’ONIG (Osservatorio Nazionale Identita di Genere), la SIAMS
(Societa Italiana di Andrologia e Medicina della Sessualita)!->¥ (Tabella I).

Associazione / Sito Internet Standards of Care (SOC)
Societa scientifica e rif. bibliografico

World Professional

Association for Transgender www.wpath.org versione 7 - 20110
Health (WPATH)
Osservatorio Nazionale . -
@
Identita di Genere (ONIG) WWW.onig.it revisione 2009
Societa Italiana di Consensus
Andrologia e Medicina della www.siams.info

SIAMS-ONIG 2009¢

Sessualita (STAMS)

Tabella I. Percorsi codificati e riferimenti operativi per la gestione clinica dei soggetti con DIG.

In base a tali linee d’intervento I’endocrinologo pud iniziare a trattare
una persona con DIG esclusivamente quando questa sia in possesso di una
relazione dei professionisti della salute mentale (psicologo/psichiatra) che
attestino, nello specifico, I’indicazione al trattamento con ormoni del sesso
cui il soggetto sente di appartenere (“cross sex’). In Italia gli standard
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d’intervento dell’O.N.I.G. prevedono che la persona durante la RLE debba
essere contemporaneamente seguita in psicoterapia.

La gestione clinica del trattamento ormonale

Prima della prescrizione ormonale I’endocrinologo deve valutare la persona
attraverso: anamnesi, E.O. ed esami (ematochimici generali, ormonali e
strumentali), finalizzati all’approfondimento delle condizioni complessive di
salute ed all’eventuale compenso o risoluzione di problematiche eventualmente
presenti che possano creare difficolta nella gestione del trattamento ormonale
cross sex. Parimenti dovra escludere la possibilita di un trattamento ormonale
qualora siano presenti situazioni patologiche severe che rappresentino
controindicazioni assolute.

Percorso di transizione (RLE)

La persona con DIG maggiorenne prima di iniziare il TO deve dimostrare
di aver ben compreso il significato e le modalita del TO e deve firmare i
consensi informati all’assunzione dei preparati ormonali “off label” dopo
averne valutato le schede esplicative. Per le persone in percorso da maschio
a femmina (MtF) il TO si articola su due capisaldi: estrogeni (estradiolo)
ed anti-androgeni. L'estradiolo ¢ 1’unico estrogeno attualmente consigliato
da tutte le linee d’intervento che hanno definitivamente bandito [’etinil-
estradiolo e gli estrogeni coniugati equini; pud essere somministrato per via
orale, transdermica (TD) o parenterale in un dosaggio che ¢ circa il doppio
di quanto utilizzato come replacement nelle donne biologiche. Gli anti-
androgeni esercitano un effetto anti “maschile” mediante meccanismi diversi a
livello dei recettori degli androgeni o dell’attivazione del testosterone a livello
dell’unita pilo-sebacea. Le molecole utilizzabili sono: Ciproterone Acetato,
Spironolattone, inibitori della 5o reduttasi (dutasteride, finasteride).

La posologia va personalizzata in base alla situazione clinica di partenza
e ad alcuni parametri quali i livelli di testosterone e di estradiolo in corso
di somministrazione, gli effetti riferiti dagli interessati e le modificazioni
fenotipiche indotte®. La posologia media delle molecole utilizzate ¢ riportata
nella Tabella I1.

I livelli circolanti di estradiolo e gonadotropine vanno mantenuti in un
range femminile paragonabile a quello di un periodo follicolare avanzato
ed il testosterone va velocemente azzerato. La PRL spesso aumenta a livelli
medi (< 100 ng/ml) come conseguenza iatrogena; tale reperto, per lo piu,
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Preparati estrogenici Preparati estrogenici Antiandrogeni
orali TD centrali/periferici
Formulazione Posolo'gta Formulazione Posolo'gla Formulazione Posolo.gta
media media media
Estradiolo 2-6 Gel: 2 mg Ciproterone 25-200
valerato mg/die Estradiolo o piv/die acetato 50 mg mg/die
cp 2 mg emidrato
corrispondente Spironolattone 25-300
Estradiolo 2-6 almgdi 25-100 mg mg/die
micronizzato mg/die estradiolo
cp 2 mg Flutamide 125 -250
250 mg mg/die
Finasteride 2,5-5
5 mg mg/die
Dutasteride 0,25-0,5
0,5 mg mg/die

Tabella I1. Preparati utilizzati nel trattamento MtF e loro posologia media.

non costituisce preoccupazione e concorre allo sviluppo della ghiandola
mammaria desiderata®.

Le maggiori modificazioni fenotipiche in senso femminile avvengono
nello spazio di 12-18 mesi in base alla capacita dell’organismo di rispondere
agli ormoni somministrati; questa risposta ¢ determinata dalla funzionalita
dei recettori per gli steroidi sessuali, stabilita su base genetica®. Le maggiori
modificazioni avvengono con una successione abbastanza costante (Tabella
III) ma ¢, comunque, comune il rilievo di un perfezionamento degli effetti
endocrini a livello dei vari tessuti ancora negli anni successivi di trattamento.

La recettorialita per gli ormoni gonadici, definita su base genetica, spiega
I’ampia variabilita della risposta fenotipica a trattamenti steroidei analoghi,
come ¢ facilmente osservabile, per esempio, a riguardo della ginecomastia
iatrogena. E importante comunicare questi concetti alle persone trattate per
non determinare false o irreali aspettative: il fenotipo pud modificarsi in base
alla capacita genetica di risposta agli steroidi sessuali mentre I’endocrinologo
puo agire solo modificando il pool ormonale disponibile!

Per le persone in percorso da femmina a maschio (FtM) il TO si basa sulla
somministrazione di testosterone (T) a dosaggi crescenti fino a determinare
valori plasmatici in un range maschile fisiologico per i pari eta. I1 T puo essere
somministrato raramente per via orale (T undecanoato), piu frequentemente



285

Soggetti MtF Soggetti FtM

Entro sei mesi Entro sei mesi

* Assottigliamento cute e riduzione * Iperandrogenismo cutaneo

dell’androgenismo cutaneo . S
¢ Incremento dimensioni clitoride

* Riduzione/scomparsa erezioni spontanee . . .
* Scomparsa dei flussi mestruali

Oltre sei mesi Oltre sei mesi
* Ridistribuzione del grasso corporeo * Aumento massa muscolare con
in senso ginoide ridistribuzione del grasso corporeo
* Ginecomastia  Abbassamento del tono della voce

* Atrofia testicolare

Tabella I1I. Effetti della terapia ormonale cross—sex durante la RLE (casistica personale).

per via TD o i.m. In questo caso sono a disposizione preparazioni “classiche”
con effetto “picco” dopo la somministrazione oppure la piut moderna
formulazione long acting a rilascio costante”-®. La posologia va personalizzata
in base alle caratteristiche del soggetto ed i parametri da considerare sono:
1 livelli di testosterone e di estradiolo in corso di somministrazione, le
modificazioni fenotipiche indotte, il blocco del ciclo mestruale e gli effetti
riferiti dagli interessati stessi. Le posologie delle formulazioni di T sono
riportate nella Tabella I'V.

Preparati T orali Preparati T TD Preparati T i.m.
Formulazione Pasolo.gta Formulazione Posalo'gm Formulazione Posolo'gta
media media media
Testosterone 160 - 240 Gel 50 - 100 Testosterone 1000
undecanoato mg/die corrispondente mg /die undecanoato mg/12-16
cps 40 mg a 50 mg di 1000 mg settimane
testosterone
Testosterone 100 - 200
enantato mg/1-2
100 mg settimane
Miscela 1 fiala/2
di esteri settimane

Tabella 1V. Preparati utilizzati nel trattamento FtM e loro posologia media.
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Soggetti MtF Soggetti FtM
* Emocromo con formula, glicemia, * Emocromo con formula, glicemia,
creatinina creatinina
* Colesterolo totale, trigliceridi, HDL * Colesterolo totale, trigliceridi, HDL
* LH * LH
« Estradiolo, testosterone, PRL * Testosterone
» AST, ALT, bilirubina totale * Estradiolo (se piu alto del range maschile)
» Na e K (se in trt con spironolattone) * Altri esami in base alle condizioni cliniche
« Altri esami in base alle condizioni ed eventuali comorbidita
cliniche ed eventuali comorbidita

Tabella V. Esami ematochimici ed ormonali effettuati trimestralmente durante la RLE.

Le maggiori modificazioni fenotipiche in senso maschile avvengono nello
spazio di 12-18 mesi in base alla capacita dell’organismo di rispondere
al T somministrato in relazione alla funzionalitd del recettore per gli
androgeni (Tabella III), argomento ampiamente dibattuto in letteratura negli
ultimi 10 anni®. In ogni caso anche per questo gruppo di persone ’effetto
mascolinizzante si esprime anche negli anni successivi di trattamento.

Lendocrinologo controlla la persona in RLE ogni 3-4 mesi sia sul piano
clinico che tramite esami ematochimici ed ormonali (Tabella V). La maggior
parte delle modificazioni fenotipiche vengono registrate e valutate solo sul
piano osservazionale non essendoci metodi standardizzati di facile fruibilita
nella pratica clinica. Solo per la valutazione obiettiva della ginecomastia ¢ stata
messa a punto, dalla radiologia senologica del nostro presidio ospedaliero, una
misurazione durante la mammografia che permette di considerare adeguato
come sviluppo ghiandolare uno spessore muscolo pettorale — capezzolo >
6 cm. Uno degli aspetti maggiormente problematici ed oggetto di controllo
endo-metabolico speciale ¢ il peso corporeo. Il nuovo assetto ormonale e
le modificazioni metaboliche che questo comporta possono, in entrambi i
sessi biologici ed in entrambi i percorsi, facilitare un accumulo di adipe se
coesistono errori del comportamento alimentare su base polifattoriale.

Durante il TO le modificazioni indotte consentono ai soggetti un ruolo di
genere sempre pit aderente al sesso cui sentono di appartenere e tale condizione
determina, generalmente, un consistente miglioramento della qualita di vita,
evidenziabile tramite tests psicologici proiettivi e dai rilievi emergenti nella
psicoterapia di supporto che questi soggetti mantengono durante 1’intera RLE.
E interessante sottolineare, ad esempio, come I’immagine corporea, valutata
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attraverso le risposte ai test specifici, sia fonte di profondo disagio prima del
trattamento ormonale mentre venga percepita in modo molto pit positivo
dopo il primo anno di TO in entrambi i gruppi di soggetti (dati personali non
pubblicati). Gli effetti collaterali di questi trattamenti sono rari, generalmente
modesti e ben tollerabili se gli ormoni somministrati determinano “in vivo”
valori plasmatici in range fisiologico (Tabelle VI-VII). E sempre da evitarsi
una condizione in cui vi siano prolungati livelli plasmatici sovra-fisiologici di
ormoni sessuali®®.

Al termine del periodo standard di trattamento ormonale 1’endocrinologo e
gli specialisti della salute mentale redigono una relazione circa lo svolgimento
del periodo medesimo indispensabile all’interessato per fare richiesta al
Giudice del Tribunale competente di RCS e successivo cambio anagrafico
ai sensi della Legge 164/84 (e successive modifiche). Dal punto di vista

Livello di rischio

Ormoni femminilizzanti

Ormoni mascolinizzanti

Probabile aumento
del rischio

» Trombosi venosa profonda!
* Aumento transaminasi

* Calcolosi biliare

* Aumento di peso

* Ipertrigliceridemia

* Policitemia

* Aumento di peso
* Alopecia

* OSAS

Probabile aumento del
rischio in presenza di fattori
di rischio addizionali’®

- CAD

Possibile aumento
del rischio

* Ipertensione
* Iperprolattinemia

* Aumento transaminasi
* Iperlipidemia

Possibile aumento
del rischio in presenza di
fattori di rischio addizionali

* DM 2

* Slatentizzazione di
patologie psichiatriche®

* CAD

* Ipertensione

* DM 2

Non aumento del rischio

¢ Tumore mammario

* Osteoporosi

» Tumore mammario
» Tumore ovarico

» Tumore uterino

2 I fattori di rischio addizionali includono anche I’eta.

!'I1 rischio ¢ aumentato per somministrazione di estrogeni orali rispetto alla somministrazione TD.

3 Disturbo bipolare, schizoaffettivo ed altri con sintomi maniacali o psicotici. Questo evento avverso appare associato
a livelli sovra-fisiologici di testosterone.

Tabella VI. Rischi associati alla terapia ormonale cross-sex.
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Soggetti MtF Soggetti FtM
* Incremento ponderale * Incremento ponderale
* Astenia * Aumento appetito
* Deflessione tono umore * Agitazione/nervosismo insonnia
* Ginecomastia dolorosa * Defluvium ed iperandrogenismo
* [perPRL * Spotting sporadico

Tabella VII. Effetti collaterali durante la RLE in corso di cross-sex terapia (casistica
personale).

ormonale il soggetto, in tutto il periodo che lo separa da detto intervento,
dovra effettuare il TO stabilito con visite di controllo ogni 4-6 mesi in base
alla situazione clinica.

Circa 1 mese prima dell’intervento di RCS la persona MtF dovra sospendere
il trattamento con estradiolo e ciproterone acetato, per non elevare il rischio
trombogeno gia presente in una chirurgia pelvica di durata non trascurabile,
mentre potra mantenere fino all’intervento gli inibitori della Soreduttasi e
lo spironolattone. Non ¢ da porre analoga indicazione per i soggetti FtM in
quanto il testosterone non determina rischi trombogeni ed, invece, ¢ di estremo
supporto per migliorare 1’outcome del soggetto dopo una contemporanea
istero-annessiectomia e mastectomia.

Il trattamento sostitutivo dopo RCS (RT)

Dopo la RCS le persone che hanno effettuato la conversione (neodonne
e neouomini) risultano ipogonadici iatrogeni. Per non incorrere nelle note
complicanze di questa condizione (osteoporosi, alterazioni metaboliche,
cardio-vasculopatie, ecc), devono effettuare una RT: estradiolo nelle neodonne
¢ testosterone nei neo uomini'?, Le molecole ed i preparati farmaceutici sono
assolutamente analoghi a quelli utilizzati nella fase del percorso ma la posologia
potra essere ridotta, non essendo pitl necessario, in questo contesto, inibire anche
la gonade. Il valore rispettivamente di estradiolo o testosterone, comprensivo
della gonadotropina specifica (LH) va controllato almeno ogni 6 mesi nei
primi anni dopo I’intervento, per verificarne la correttezza e successivamente
annualmente come per ogni soggetto affetto da ipogonadismo.

Questi RT dovrebbero essere mantenuti per moltissimi anni se non
addirittura per I’intera vita e questo pone alcune difficolta perché bisogna
motivare il mantenimento del follow up.
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Talvolta ci si trova a decidere circa la ripresa di un trattamento con
estradiolo interrotto per anni in un soggetto fumatore: condizione nota come a
rischio trombogeno. In tali condizioni diventa indispensabile agire sullo stile
di vita modificando comportamenti e condizioni di rischio cardio-vascolare
e scegliere la via di somministrazione TD che meno impatta sull’equilibrio
emocoagulativo.

Gli studi fino ad ora pubblicati lasciano relativamente tranquilli, invece,
circa il basso rischio di malattie oncologiche e la netta riduzione degli accidenti
vascolari acuti da quando non si somministra piu 1’etinil estradiolo>!3-19,

11 DIG nei bambini ed adolescenti

Il DIG primario si manifesta di norma in un’eta molto precoce, quando
il soggetto inizia a manifestare spontaneamente atteggiamenti e preferenze
tipicamente del sesso opposto!!?. In questi ultimi anni si ¢ cominciato a prestare
attenzione, da parte dei gender teams piu avanzati, in Europa particolarmente
in Olanda ed Inghilterra, ad un’entita definibile come A.G.I.O. (Atipical
Gender Identity Organization)'®. Sono nati teams specificamente orientati
ai minori che garantiscono un supporto ai ragazzi ed alle famiglie. Quando
il team si esprime circa 1’opportunita di un trattamento ormonale, questo
viene effettuato con molecole ad attivita antagonista nei confronti del GnRH
(GnRHA) che determinano il blocco degli ormoni della puberta permettendo
all’interessato di vivere senza la presenza di ormoni gonadici il tempo
necessario per mantenere un ulteriore approfondimento psicologico prima di
iniziare il TO “cross sex”("!¥_ In Italia si sono appena avviati i primi centri
di accoglienza e supporto psicologico per minorenni e famiglie in presenza
di A.G.I.O. a Roma, Torino, Firenze e Bologna, mentre gli endocrinologi si
stanno confrontando circa i protocolli d’intervento da adottare.

Conclusioni e prospettive

Attualmente 1’intervento clinico nei confronti dei soggetti con DIG adulti
che si rivolgono ai servizi specialistici ¢ normato dagli standard d’intervento
redatti da Associazioni nazionali, internazionali e Societa scientifiche che
hanno cercato di coordinare le richieste degli interessati con le scarse evidenze
scientifiche tuttora presenti in letteratura. Le modalita ed i concetti base relativi
al TO sono ormai largamente condivisi ma |’esperienza e la discrezionalita
dell’endocrinologo, che segue questo specifico settore, rappresentano ancora
un valore aggiunto nella gestione spesso complessa di questi soggetti che
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sono persone sane che devono assumere ormoni “cross sex” per il resto della
loro vita! Questo ¢ uno scenario nuovo che impone agli operatori sanitari
ulteriori responsabilita, soprattutto nei termini di mantenere follow up
regolari e standardizzati nei lunghi periodi dopo ’'RCS. E altresi necessario
che i pochi gender teams dedicati a questa attivita si mantengano in stretto
contatto per poter accumulare esperienze numericamente piu significative
che possano permettere di raggiungere, in tempi ragionevoli, livelli buoni di
evidenza circa i comportamenti clinici migliori a tutti i livelli. Questo sara
ancora piu necessario nell’ambito della gestione dell’A.G.I.O. — DIG dei
soggetti giovanissimi, nei confronti dei quali la responsabilita degli operatori
¢ massima e solo esperienze condivise potranno aiutare a discriminare le
scelte terapeutiche migliori che gia si stanno cercando di normare.
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Riassunto

Labuso di bevande alcooliche ¢ una delle cause piu rilevanti di malattia e
mortalita nei paesi occidentali. Inoltre, gli studi epidemiologici degli ultimi
anni hanno evidenziato un netto incremento del consumo di alcool nel sesso
femminile, con un impatto di ordine clinico piu rilevante e precoce rispetto a
quanto accade nei maschi.

I motivi della variabilita degli effetti dell’alcool tra gli appartenenti a generi
diversi sono legati alle differenze costituzionali tra i due sessi in relazione alla
diversa struttura fisica, alla differente distribuzione delle sostanze esogene
nel contesto dell’organismo, all’assetto ormonale e, non ultimo, al corredo
enzimatico, che costituisce al momento attuale, un interessante motivo di
approfondimento di queste tematiche in particolare per quanto riguarda
I’attivita enzimatica della alcool deidrogenasi gastrica.

Altra rilevante variabile pare essere quella legata alla presenza nello
stomaco e nel duodeno dell’Helicobacter Pylori e dell’eventuale asociazione
con la gastrite e fatti inflammatori associati.

A lato di tutto cio si pone ’aspetto sociale del problema. In Italia circa il
67% delle donne attualmente consuma bevande alcoliche, a fronte del 43%
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degli anni ’80. Lincremento riguarda sia le giovani generazioni di donne, che
iniziano a bere alcool ad un’eta sempre piu precoce, sia donne pitu mature,
prive di un’educazione formale sulla “cultura dell’alcool”.

Questi dati sono sufficienti per farci riconsiderare il problema non solo
dal punto di vista epidemiologico, clinico ed etico, ma anche in relazione
alle fisiologiche differenze biologiche “di partenza” esistenti tra maschi e
femmine.

Abstract

Alcohol abuse is a major cause of morbidity in western countries. The rate of women
abusing in alcoholic beverages is increasing in the last decades and alcohol abuse
causes heavier demages in women than in men.

The reasons of this fact are the physiological differences about body composition,
enzymatic and hormonal patterns. Different types of drinking behavior are delineated.
The stomach is involved in first-pass metabolism of alcohol in humans. Clinical and
experimental data have been published regarding the influence of age and gender
on the activity of alcohol dehydrogenase (ADH) in human gastric mucosa. ADH
activity in human gastric mucosa is negatively associated with consumption of
larger quantities of alcohol. The question of whether ADH activity is higher in males
or females could be answered with respect to age. ADH activity in young men is
distinctly higher compared to young women, but the opposite is true in middle-aged
subjectes. ADH activity is also presumably affected by the presence of Helicobacter
Pylori, the presence of chronic gastritis and smoke habit. It is important to remember
that risks related to alcohol consumption exist at any level, and increase progressively
with the amount consumed; it seems therefore fair to better define “safe” as “low risk”
quantities.

A daily alcohol intake can be considered “low risk” when it is lower than 20-40 grams
in men and 10-20 grams in women.
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Quali sono i confini tra un innocuo uso di bevande alcoliche e un uso a
rischio di malattie alcool-correlate? Quali i fattori di rischio nei confronti
delle malattie da alcool? Esistono differenti comportamenti tra generi in
rapporto al consumo di alcol? Esiste la possibilita di trovarsi di fronte ad un
diverso tipo di danno alcol-correlato nei maschi e nelle femmine? E possibile,
come alcune ricerche hanno parzialmente dimostrato, che la donna ammali
in maniera piu grave e piu velocemente dell’uomo di malattie legate all’uso e
all’abuso di etanolo? Dunque 1’appartenenza al genere femminile per sé puo
costituire un fattore di rischio?

Queste le lecite domande che ¢ necessario porsi di fronte al complesso
panorama che riguarda le cosiddette abitudini voluttuarie, fra le quali il
consumo di etanolo assume un ruolo di primo piano per il suo impatto clinico,
sociale ed economico.

Trattare questo argomento ¢ tanto piu importante oggi quanto piu si stanno
facendo rigide le norme che regolano il consumo di bevande alcoliche in
relazione alle diverse attivita svolte nella vita quotidiana e nell’ambito medico.
Lesempio che vale per tutti ¢ il controllo del consumo di alcool nei soggetti
alla guida di autoveicoli o in quelli in particolari situazioni lavorative.

Premesse

Nel mondo occidentale 1’alcool rappresenta la sostanza di abuso piu diffusa
ed utilizzata, meno criminalizzata e piu reclamizzata, un cocktail (per stare in
tema) che porta a considerarla una delle piaghe piu infette e dilaganti che in
qualche modo infestano la nostra societa.

Pur essendo a tutti gli effetti una droga con potenti effetti ansiolitici e
maleadattativi, pur procurando tolleranza e crisi di astinenza, pur essendo
strettamente correlata ad episodi di violenza e/o di situazioni tragiche (vedi
incidenti stradali, aggressioni), pur essendo certa la sua dinamica quale
causa di una lunga serie di malattie (gastriti, ulcere gastriche, epatiti, tumori,
cirrosi, infertilita, teratogenicita), I’alcool ¢ alla facile portata di tutti a costi
accessibili senza un sostegno cognitivo riferentesi alle reali problematiche
che esso procura.

In realta siamo immersi in una serie di immagini e di messaggi
pubblicitari orientati ad aumentare il consumo di alcolici. Le strade sono
invase da enormi cartelloni pubblicitari che reclamizzano superalcolici
legando il loro consumo alla possibilita di “entrare in un mondo fantastico”,
prevalendo cosi la proposizione estetica ed accattivante. La pubblicita
televisiva aggiunge all’immagine anche il suono, che facilita ulteriormente
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I’assorbimento del messaggio lesivo e deviante. La nostra stessa cultura
riferisce 1’utilizzo dell’alcool ad una sorta di rituale di iniziazione all’eta
adulta, lo stesso gesto del bere nell’immaginario collettivo viene legato ad
espressioni di socializzazione, i luoghi del bere associati all’incontro ¢ alla
solidarieta.

Esiste, invece, una diversa realta che parla di imprecisione di manovre
anche semplici, di sopravvalutazioni delle proprie capacita di guida, di
riduzione dei riflessi e di perdita del potere di valutazione critica della
realta. Ecco quindi le drammatiche immagini delle “stragi del sabato sera”.
Una realta che parla di epatiti e pancreatici acute e croniche, di cirrosi, di
tachicardie parossistiche, di delirium tremens, di episodi di coma, di violenze
pubbliche e private. Di atteggiamenti irresponsabili e slatentizzazione dei
nostri peggiori sentimenti e desideri.

Introduzione

La grande quantita di controlli effettuati negli ultimi anni su soggetti
d’ambo i sessi, ha confermato alcuni dati gia presenti nella letteratura
medica a partire dagli anni 80 riguardanti la maggior “vulnerabilitd”
del genere femminile in rapporto all’uso e all’abuso di bevande
alcooliche!?).

In Italia circa il 67% delle donne attualmente consuma bevande
alcoliche, a fronte del 43% degli anni *80. L’incremento non riguarda solo
le giovani generazioni ma coinvolge anche le donne piu mature, prive di
un’educazione formale sulla “cultura dell’alcool”. Leffetto sulla salute
della donna s’¢ dunque mostrato attraverso I’incremento delle patologie
alcol-correlate.

I dati italiani piu recenti indicano circa 13.000 donne alcoliste in
trattamento presso le strutture del Servizio Sanitario Nazionale, 24.000
all’anno i ricoveri di donne per cause totalmente attribuibili all’alcol, e circa
30.000 decessi, nell’anno 2002, tra maschi e femmine al di sopra dei 20 anni
per cause alcool-correlate. A questi ¢ da aggiungere il numero crescente
di giovani che muore al di sotto dei 20 anni a causa di incidenti stradali in
cui I’abuso di alcool ha giocato un drammatico ruolo. Nell’ambito delle
dipendenze da sostanze, I’alcol ¢ dunque la causa principale di disabilita e
di malattie croniche che potrebbero essere parzialmente o totalmente evitate
attraverso semplici variazioni dello stile di vita ed ¢, al momento attuale,
solo o in associazione con altri principi attivi, la maggior causa di morte e
morbilita in questo ambito socio-sanitario.
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In Italia I’alcool ¢ causa:

del 3% circa di tutti i decessi femminili e del 6,5% di quelli maschili,
del 3% di tutti i decessi per tumori femminili (mammella, utero ecc.),
del 2% dei decessi femminili da patologie cardiovascolari,

del 40% dei decessi per cirrosi epatica nella donna,

del 12% della mortalita femminile per incidenti,

del 12% della mortalita femminile a causa di lesioni volontarie.

(Dati del Ministero della Sanita).

Nell’ambito della distribuzione per eta dell’abitudine al bere bevande

alcooliche, ¢ interessante notare le differenze di comportamento nelle diverse
fasce.

Le adolescenti.

Bevono prevalentemente birra, aperitivi superalcolici. A distanza si attesta
il consumo del vino. Bevono usualmente in gruppo, fuori pasto, fuori dal
contesto familiare o domestico e concentrano il consumo (e 1’abuso) nei
fine settimana.

I1 10% circa va incontro ad alterazioni comportamentali almeno una volta
nell’anno consumando piu di 5 bevande alcoliche in un’unica occasione
(binge drinking).

Le adolescenti bevono per lo piu in funzione delle potenzialita dell’alcol
come sostanza disinibente e socialmente aggregante, piuttosto che per il
gusto “estetico” dell’alcool di per sé.

Le donne tra i 35 e i 45 anni

Sono quelle che in Italia costituiscono il numero piu elevato di bevitrici
problematiche. Le bevande preferite sono, nell’ordine, vino, birra, aperitivi
alcolici, amari. E in aumento il numero di donne che bevono fuori pasto.
Circa il 10% pratica il “binge drinking” in solitudine o in compagnia. Si
tratta dunque, sovente, di abitudini sommerse.

Le donne anziane

Le donne over 65 anni bevono prevalentemente, nell’ordine, vino, birra e
amari nel contesto domestico, mantenendo cosi nascosta la loro abitudine
per timore di riprovazione sociale. Tale atteggiamento rende piu difficoltoso
il rilevamento di eventuali problemi alcol-correlati ed ¢ il motivo di un
riscontro spesso tardivo, ma frequente, dell’alcol-dipendenza tra pensionate
e casalinghe della “terza eta”. La vedovanza, una minore partecipazione alla
vita attiva e 1’isolamento sociale secondario a limitazioni fisiche possono
favorire fenomeni di abuso.
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11 metabolismo dell’alcool

E conveniente ricordare brevemente, per completezza di trattazione, alcuni
noti e meno noti dati riguardanti il metabolismo dell’etanolo!?.

Lalcool si ottiene dalla fermentazione facoltativa di zuccheri da parte di
lieviti.

1. glucosio => piruvato => acetaldeide attiva + CO2
2. acetaldeide attiva + alcol deidrogenasi + NADH + H* => etanolo + NAD"*

Alcuni esempi di bevande alcoliche e, tra parentesi, il vegetale da cui si
ricavano.
Vino, brandy, cognac, grappa (uva)
Birra (orzo)
Rhum (canna da zucchero)
Whisky (orzo e avena)
Vodka (frumento, segale, patate)
Calvados (mele)
Gin (frutta, cereali, bacche di ginepro)

Letanolo non ¢ una componente necessaria della dieta ma pud essere
considerato come: nutriente, come agente tossico (tossicita acuta e tossicita
cronica), come droga psicoattiva (causa disturbi comportamentali, induce
dipendenza a seconda di diverse circostanze quali quantita, frequenza di
assunzione, ingestione con altri nutrienti, differenze individuali genetiche,
sociali, in rapporto alla assunzione di farmaci). Gli effetti dell’etanolo sono
pertanto variabili.

Lalcool ¢ comunque un’importante fonte energetica fornendo,l grammo di
sostanza, circa 7,1 kcal (29,7 kJ). Tali calorie vengono identificate col termine
di “calorie vuote”, non apportando esse all’organismo alcun nutriente.

Letanolo rappresenta 1-3% dell’introito calorico giornaliero nei soggetti
che ne fanno un uso “sociale”, mentre nei forti bevitori 1’apporto calorico puo
giungere fino anche 50%.

Per la potenziale tossicita e per ’incapacita di accumularlo, 1’organismo
tende a metabolizzarlo ed eliminarlo il piu rapidamente possibile. La priorita
metabolica dell’etanolo, rispetto agli altri nutrienti ¢, alla fine, la causa
principale degli effetti metabolici di questa sostanza su quasi tutti i nutrienti e
sul rischio di malattia.

Letanolo ¢ una molecola debolmente polare che si muove facilmente tra
le membrane e raggiunge facilmente 1’equilibrio fra sangue e tessuti, viene
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rapidamente assorbito per diffusione lungo tutto il tratto digerente: cavo orale,
esofago, stomaco ed intestino. La massima velocita di assorbimento avviene
quando si trova diluito (20%) e con 1’aggiunta di anidride carbonica (spumanti
e champagne). A digiuno viene assorbito per 80-90% e il picco alcolemico
avviene dopo 30-45 minuti a digiuno ¢ a 60-90 minuti in concomitanza del
pasto. Lalcol diffonde immediatamente in tutti i tessuti e fluidi corporei in
quantita proporzionale al loro contenuto in acqua, cosa che da contezza delle
differenze di concentrazioni alcoolemiche tra generi in relazione alla maggior
quantita di acqua corporea del maschio rispetto alla femmina, motivo di
maggiore diluizione e quindi di ridotta concentrazione.

Lalcolemia dipende dalla quantita ingerita, dalla concentrazione alcolica
della bevanda, dalla modalita di assunzione (digiuno/pasto), peso, sesso
— assetto ormonale, acqua corporea, first pass metabolism (vedi dopo) —, dai
fattori genetici, dalla capacita individuale di metabolizzare 1’alcool e infine
dall’abitudine al consumo di alcool.

1190-95% della quantita di alcool assunta ¢ metabolizzato dal fegato. Prima
di giungere al fegato una piccola parte subisce un primo passaggio metabolico
— first pass metabolism — (vedi dopo)” a livello gastrico. Una ulteriore piccola
quota viene metabolizzata dai reni, polmoni ¢ muscoli.

1) II meccanismo metabolico principale ¢ rappresentato dalla ossidazione
che avviene ad opera di enzimi deidrogenasici. La prima deidrogenasi che
I’alcool incontra ¢, come detto, quella gastrica. Questa rappresenta una
prima barriera metabolica. La quota di alcool non metabolizzata a livello
gastrico viene quindi assorbita e giungera al fegato attraverso il circolo
generale, dove subira la metabolizzazione piu importante ad opera di tre
sistemi enzimatici diversi. Il primo ¢ costituito da due deidrogenasi:

— alcool deidrogenasi epatica

— aldeide deidrogenasi

La prima reazione trasforma I’alcool in acetaldeide, con liberazione di H+
e consumo di NAD+.

La seconda trasforma 1’acetaldeide che si € creata in acido acetico, con
liberazione di idrogeno e ancora consumo di NAD+

Queste due ossidazioni comportano sbilanciamento del rapporto NAD+
/ NADH e ad eccesso di H+ all’interno della cellula con conseguente
aumento di acidita e attivazione di misure atte a rialzare il pH: blocco
della via metabolica che da piruvato porta alla formazione di glucosio,
con trasformazione del piruvato in acido lattico. Le conseguenze relative
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a tali variazioni metaboliche sono importanti e a volte gravi: nell’abuso
acuto di alcool I’ipoglicemia ¢ una delle complicazioni piu temibili, specie
quando si associa alla malnutrizione, tanto frequente negli alcoolisti
cronici, nei quali si viene a creare acutamente un’ ulteriore riduzione delle
riserve epatiche di glicogeno a fronte della impossibilita di sopperire con
la gluconeogenesi, bloccata a livello del piruvato.

Anche la beta ossidazione degli acidi grassi viene alterata. Gli idrogenioni
in eccesso entrano nei mitocondri dove sono utilizzati al posto di quelli
prodotti nel metabolismo degli acidi grassi, via che viene bloccata, con
conseguente eccesso di grassi che si depositano negli epatociti creando il
fenomeno della steatosi epatica, che a sua volta dara inizio alla cascata di
eventi che porteranno al danno epatico da alcool fino alla cirrosi alcolica.
(Figura 1).

2) 1l secondo sistema ¢ quello costituito dagli enzimi microsomiali, MEOS
(microsomal ethanol oxidizing system), dove ad agire ¢ una NADPH-
ossidasi. Il citocromo P450E1 possiede alta affinita per 1’etanolo che,
anche qui, viene trasformato in acetaldeide e acqua. Il MEOS ¢ un sistema
inducibile, capace di aumentare la sua attivita in caso di aumentata
richiesta. La sua funzione puo anche triplicarsi per far fronte alle necessita
metaboliche di un eccesso di alcool introdotto (Figura 1). Il citocromo

1. Consumo moderato:

Interviene la ALCOL DEIDROGENASI (enzima costitutivo), ¢ un enzima citosolico Zn"*
dipendente con Km = 1 mM. La Alcol Deidrogenasi ¢ in grado di metabolizzare anche il
metanolo.

CH,CH,OH + NAD~" CH,CHO + NADH + H”

2. Consumo elevato:

Interviene il  SISTEMA  MICROSOMIALE CHE OSSIDA [LETANOLO
(MEOS, microsomal ethanol oxidizing system, sistema inducibile)

CH,CH,OH + NADPH + H" + O, CH,CHO + NADP* + H20
CYP2EI

Figura 1.
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P450 e la catena metabolica mitocondriale, se stimolate, o in carenza di
sistemi antiossidanti, come nell’alcolismo cronico, producono accumulo di
radicali liberi intracellulari, come lo ione superossido, radicali idrossilici e
il perossido di idrogeno, in grado di indurre alterazioni della permeabilita
di membrana e alterazioni della sintesi delle proteine.

3) Il terzo sistema metabolizzante 1’alcool ¢ costituito dalla catalasi, che
partecipa all’evento solo in minima parte, ¢ comunque sempre con la
formazione di acetaldeide come risultato.

Le differenze tra maschi e femmine

I metabolismo dell’etanolo, sopra riassunto, ¢ ormai noto da tempo,
e la patogenesi di buona parte dei suoi effetti patologici, su organi come il
fegato ed il pancreas, sul sistema nervoso centrale e periferico, sul sistema
immunitario e riproduttivo e sull’apparato cardiovascolare, per citare gli
eventi possibili piu noti, sono ormai chiariti per una buona parte.

In ambito epidemiologico, parallelamente ad un’aumentata abitudine
al fumo, si rileva dunque una dilagante abitudine all’alcol tra le nuove
generazioni di donne. Gli studi di genere mettono ora I’accento proprio
sul binomio alcool-donna. Nel passato, un minor “interesse” degli studi
di genere nei confronti della donna poteva essere giustificato dal supposto
piu ampio campione di maschi disponibile in questo tipo di consumi, e
dalla maggior riluttanza delle donne a parlare e ad affrontare un problema
da sempre “sommerso”. Cosi, nella maggior parte degli studi effettuati, 1
soggetti di genere maschile e femminile venivano usualmente associati, e
i risultati clinici ed epidemiologici per decenni sono stati rappresentativi
solo del loro insieme non mostrando, quindi, le differenze biologiche e
cliniche esistenti tra maschi e femmine riguardo all’uso e all’abuso di
alcol.

Fu solo all’inizio degli anni ottanta che si inizio a focalizzare la differenza
dell’impatto che 1’alcool provocava in modo differente nei due sessi. Uno
studio americano condotto su un’ampia coorte di soggetti con disturbi
psichiatrici mostro una prevalenza di abuso di alcool nel 23% dei maschi e
nel 4% delle femmine (rapporto 5:1)®. Ma dieci anni dopo, in un successivo
analogo studio, la prevalenza di abuso di alcool risultd essere del 20% nei
maschi e del’8% nelle donne (rapporto 2.45:1)®. Altri, piu recenti, studi
clinico-epidemiologici hanno confermato un reale, pesante incremento del
consumo e della dipendenza da etanolo nel sesso femminile®. In Europa lo
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scenario ¢ analogo, confermandosi anche la progressiva riduzione dell’eta del
primo contatto con 1’alcol.

I prodotti di consumo con base alcolica sono diventati “bevanda sociale”
comune tra le donne europee dei paesi industrializzati, ¢ fra queste sono
parallelamente aumentate le patologie organiche ed i problemi alcool-
correlati. Un lavoro di Greenfield del 2002 ha mostrato come le donne vadano
incontro ad “intossicazioni” piu gravi con quantita di alcool inferiori a quelle
ingerite dal maschio, sviluppando patologie piu severe in tempi pit brevi e piu
evidenti alterazioni dei processi cognitivi e delle prestazioni psicomotorie®.

Dunque, il sesso femminile raggiunge una concentrazione ematica alcolica
piu elevata rispetto ai maschi a parita di tempo, ammalando cosi di malattie
alcol-correlate in tempi piu brevi € in maniera piu severa, rispetto al maschio,
a fronte di quantita consumate inferiori o uguali.

Negli ultimi anni, un certo numero di lavori ha cercato di chiarire i
meccanismi fisiopatologici alla base di questi eventi che sembrano, almeno in
parte, essere legati al diverso assetto ormonale della donna rispetto all’uomo
e, nella stessa donna, alle differenze ormonali tra periodo fertile e quello post-
menopausale; ma anche essere in relazione all’assorbimento, al volume di
distribuzione, al tasso di eliminazione e alla minore attivita enzimatica della
ADH gastrica.

[] uomo
0 - [ donna

70 4
60 -
50 7
40 -

BAC (mg %)

30 7
20
10 +

30 min 50 min 70 min 120 min

Figura 2. Differenza di concentrazione ematica alcoolica (mg%) tra maschi e femmine a parita
di assunzione alcoolica.
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Assai dimostrativi sono i dati ottenuti da Mancinelli e Guiducci” sulle
differenze di assorbimento tra maschio e femmina: somministrata la stessa
quantita di alcool con le medesime modalita di assunzione in soggetti di
sesso diverso e con differente BMI, si sono state misurate le alcolemie ad
intervalli regolari nell’arco di 2 ore. La concentrazione massima raggiunta
dall’uomo fu di circa 20 mg/100 ml con rapido ritorno a zero. Nella donna,
invece, 1’alcolemia raggiunse gli 80 mg/100 ml, dunque quattro volte tanto,
con valori ancora elevati a distanza di 2 ore dall’assunzione. (Figura 2).

Ma non solo questo. Sono state le piu recenti acquisizioni in ambito
metabolico, infatti, a dischiudere differenti orizzonti riguardo al “modo” di
ammalare di patologie alcool-correlate che il genere femminile mostra in
confronto al maschio. Entra qui in gioco il meccanismo gia sopra accennato
del “first pass metabolism”, ovvero del metabolismo gastrico dell’etanolo
che, sia in ordine di tempo sia anatomicamente, interviene prima di quello
epatico.

11 first pass metabolism e la alcool-deidrogenasi gastrica

Grande rilevanza hanno assunto dunque le ricerche sul first pass metabolism
(FPM) a livello gastrico'”, in relazione alla quantita, all’attivita e all’efficacia
dell’alcool-deidrogenasi gastrica (ADH gastrica). La quantita di etanolo che
non viene metabolizzata rapidamente con il FPM entra in circolo e viene
quindi metabolizzata per la maggior quota nel fegato attraverso il sistema
dell’alcol-deidrogenasi epatica. Si puo quindi affermare che piu ¢ funzionante
e attivo il metabolismo attuato dalla ADH gastrica, meno alcool dovra
impegnare il fegato nei successivi passaggi metabolici.

Nel fondamentale lavoro di Parlesak del 2002, si sottolineano 1 diversi
fattori che possono contribuire al rilievo di risultati non sempre concordanti
sull’attivita dell’ADH gastrica in relazione all’eta e alle difficolta che si
incontrano su diversi piani, laboratoristici e concettuali®. Ne diamo un breve
riassunto di seguito.

a) Lattivita del’ADH gastrica diminuisce nei pazienti con malattie
inflammatorie della mucosa gastrica, in particolare quando si inserisce
un’infezione da Helicobacter Pylori, e nella gastritre atrofica.

b) Il polimorfismo genetico e le differenze nella distribuzione dei fenotipi
isoenzimatici dell’ADH gastrica possono influenzare 1’attivita enzimatica.

c) Molti farmaci interferiscono con I’attivita dell’ADH gastrica: gli H2
antagonisti, 1’aspirina, il paracetamolo, il propranololo.
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d) Le differenti concentrazioni di substrato usate nei diversi lavori possono
essere responsabili dei diversi risultati.
e) Nei vari studi effettuati € stata rilevata una larga variabilita inter-individuale

di attivita enzimatica ADH — gastrica.

f) Iltroppo piccolo campione di mucosa gastrica esaminato puo, infine, essere

causa di errore statistico di tipo I o II.

Nel genere femminile, I’attivita dell’ADH gastrica, e dunque il FPM,
¢ comunque e certamente inferiore a quella del maschio, il 50% circa, ed
¢ anche dipendente dall’eta. Nella donna che abusa cronicamente di alcool
I’attivita del’ADH gastrica e quasi inesistente; in questo modo al fegato
giunge una maggior quantita di etanolo, che potra essere causa di epatopatie e
altre patologie alcool-correlate.

Le differenze di concentrazione ematica di alcool, rilevate da Parlesak,
sono visualizzate nella Figura 3 e brevemente discusse qui di seguito.
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ADH activity [nmol/min/g tissue]

20-40 41-60 61-80
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Interaction plot of the effect of age and gender on the alcohol dehydrogenase (ADH) activity of
gastric biopsies.

Biopsies were from females (O, dashed line; n» = 36) and males (M, solid line; n = 39) with low
ethanol consumption (< 0.4 g/kg body weight/day) and no intake of H, antagonists. Values are
given as means = SEM.

A. Parlesak et al. Alcohol and Alcoholism, vol. 37. No 4, pp. 388-393, 2002.

Figura 3.
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Nel maschio “bevitore sociale” I’attivita dell’ADH gastrica si riduce con
I’eta, risultando essere, nella fascia tra i 60 e gli 80 anni, il 50% circa di quella
presente nella fascia tra i 20 ed 1 40 anni.

Nelle femmine tra i 60 e gli 80 anni 1’attivita ¢ altrettanto ridotta, rispetto
a quelle di fascia tra i 40 e i 60 anni, ma stranamente il valore medio delle
giovani donne (20-40 anni) ¢ un terzo di quello riscontrato nel gruppo 40-60
anni.

Confrontando uomini ¢ donne per fasce di eta, si notano differenze
importanti tra i 20 ed 1 40 anni, quando I’attivita ADH gastrica ¢ la massima
per i maschi e la minima per le donne, e nella fascia 40-60 anni dove il
rapporto si inverte raggiungendo il massimo nelle donne mentre continua a
ridursi nei maschi.

Nella fascia 60-80 le differenze scompaiono nella loro globale riduzione.

Precedentemente, nel 1992, Seitz!® aveva rilevato massima attivita
enzimatica della ADH gastrica negli uomini di eta < 50 anni, con la tendenza
a ridursi progressivamente con ’avanzare dell’eta, nelle donne una minima
ADH nelle donne di eta < 50 anni, e valori piu elevati nelle donne anziane.
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Effect of age and sex on the activity of human gastric alcohol dehydrogenase measured at 580
mM ethanol.
*Significantly lower ( p <0.01) compared with age matched men.

Figura 4.
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Nel confronto uomini — donne per fasce di eta Seitz rilevo, nella fascia <
50 anni, attivita ADH massima per gli uomini e minima nelle donne, mentre
nella fascia > 50 anni 1’attivita ADH diminuiva negli uomini, mentre era in
lieve aumento per le donne (Figura 4).

Dunque da questi dati si evince che sia 1’eta sia il sesso sono in grado di
influenzare Dattivita dell’ADH gastrica e dimostrano che nella femmina,
soprattutto nella giovane, I’attivita ADH ¢ particolarmente bassa, con una
conseguente maggior vulnerabilita all’alcol. Infatti, di cirrosi alcolica
muoiono proporzionalmente pitt femmine che maschi.

Alcool e ormoni femminili

Anche gli ormoni femminili, come detto, possono giocare un ruolo
determinante nella spiegazione dei dati sopra riportati'!'?. Le fluttuazioni
ormonali (estrogeni e progesterone) nel corso del ciclo mestruale possono
influenzare il metabolismo dell’alcol e soprattutto I’attivita dell’ ADH epatica.
Gli stessi estrogeni aumenterebbero la suscettibilita della donna alla patologia
epatica alcolica. Una spiegazione puo trovarsi nella capacitd, mostrata
dagli estrogeni, di poter di aumentare la permeabilita gastrointestinale
alle endotossine con conseguente effetto sulle cellule di Kupffer che
incrementerebbero la loro produzione di tumor necrosis factor (TNF). D’altra
parte ¢ stato dimostrato che il trattamento di ratti femmine con estrogeni
aumenta la sensibilita alle endotossine. Cid troverebbe spiegazione nella
aumentata espressione del recettore per I’endotossina CD14 e della citochina
TNF-alfa nelle cellule di Kupffer. La cronica abitudine all’alcool puo inoltre
essere causa di menopausa precoce, fatto di comune riscontro in particolare
nella cirrosi alcoolica femminile.

Ancora, 1 contraccettivi orali, assunti in genere da donne in fascia giovanile,
proprio quando D’attivita dell’ADH gastrica ¢ minima nella storia naturale
della donna, possono aggravare 1’epatopatia alcolica con I’attivazione di
meccanismi cellulari di difesa.

Alcune altre variabili

In lavori del 1994 e del 1998, Salmela e Thuluvath hanno indicato nella
presenza dell’Helicobacter Pylori gastrico una ulteriore variabile da tenere in
considerazione per spiegare alcuni risultati conflittuali in relazione all’eta dei
pazienti e delle pazienti per quanto concerne 1’attivita dell’ ADH gastrica'* 19,
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Attivita ancora influenzata dal polimorfismo genetico ¢ dalla distribuzione
dei fenotipi degli isoenzimi dell’ADH dello stomaco. Senza contare che molti
farmaci, in primis gli antagonisti dei recettori H2 (cimetidina, ranitidina e
altri), interferiscono con ’attivita ADH, cosi come 1’aspirina, il paracetamolo
ed il propranololo®.

Conclusioni

1.

Il consumo di alcool nel genere femminile ¢ in incremento rispetto al
consumo nel maschio.

. I danni alcool-correlati nel sesso femminile si creano piu celermente e

appaiono piu precocemente rispetto ai maschi.

. La spiegazione a questi fatti ¢ riferibile a cause intrinseche al genere

(assetto ormonale, acqua corporea) e anche alla ridotta attivita dell’alcool
deidrogenasi gastrica nella donna, almeno in eta giovanile.

Altre variabili, quali la presenza di Helicobacter Pylori, gastrite, fumo di
sigaretta, consumo cronico di alcool, uso di farmaci, possono costituire
motivo di variabilita del danno alcool indotto intra e inter generi.

La ricerca intorno a questi particolari aspetti dovra prendere in
considerazione tutte le variabili in grado di influenzare il danno associato
all’'uso o all’abuso di etanolo e in particolare le differenze tra generi
delle concentrazioni enzimatiche gastriche di alcool e anche di aldeide
deidrogenasi.
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Riassunto

Labuso di bevande alcoliche ¢ un fattore di rischio riconosciuto per
I’insorgenza di molte e gravi patologie per 'uomo, tuttavia un uso moderato
e costante ¢ considerato tollerabile, soprattutto se l’assunzione avviene
attraverso una bevanda, il vino, con una peculiare composizione, ricca di
sostanze fenoliche ad elevato valore antiossidante. La ricerca in campo
viticolo ed enologico ha permesso di incrementare la concentrazione nei
vini di sostanze a elevato valore antiossidante, nel contempo consentendo
una notevole differenziazione qualitativa su base varietale e territoriale, che
rappresenta anche un valore aggiunto per I’economia del settore.

Summary

the abuse of alcohol is a risk factor for humans health, source of many serious diseases,
but a steady and moderate consumption is considered tolerable, especially by the
intake of a particular drink, the wine, with a peculiar composition, particularly rich in
phenolic substances with high antioxidant value. The research in the field of viticulture
and enology has allowed to increase the concentration of substances in wines with an
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high antioxidant value, also determining a considerable qualitative differentiation of
wines (varietal and territorial characters), which also allows an added value to the
economy of the sector.
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11 vino ¢ da considerare un prodotto peculiare nel panorama delle bevande
alcoliche. Il tenore in alcol deriva dalla trasformazione degli zuccheri
contenuti nella materia prima uva, con una resa di circa il 60% (peso/volume).
11 tenore alcolico che ne deriva non viene modificato dopo la fermentazione
da operazioni tecnologiche come la distillazione, che ne aumentano la
concentrazione a scapito, nel contempo, della parte non volatile presente
nella matrice vegetale. Le bevande fermentate e non distillate contengono
quindi tenori in alcol molto piu bassi e una differenziazione compositiva
derivante dalla matrice vegetale utilizzata, nella maggior parte dei casi frutti,
che contengono zuccheri immediatamente fermentescibili come glucosio
e fruttosio (vini e sidri). Altre volte gli zuccheri fermentescibili (glucosio)
derivano dall’idrolisi di amido da cereali, come per le birre. Il tenore alcolico
in questo caso non ¢ quello potenziale della materia prima, ma ¢ determinato in
fase di preparazione del mosto dal livello di diluizione deciso dal produttore.
Il processo di produzione prevede la preliminare maltazione del cereale e
la successiva cottura della miscela di acqua e farina. La composizione delle
birre ¢ quindi principalmente derivata da scelte tecnologiche e dal livello di
tostatura a cui € sottoposto il cerale maltato. Si puo parlare in effetti di arte
del mastro birraio, che ha una possibilita di influenzare la composizione del
prodotto finito molto superiore a quella del vinificatore, il quale accompagna
la trasformazione dell’uva, ma non ne puo cambiare la composizione.

Un discorso a parte lo meritano i liquori e le bevande alcoliche di fantasia
(aperitivi, cocktail, ecc.), la cui composizione deriva dalla applicazione di una
ricetta ed il cui tenore in alcol puo essere molto variabile, ma non influenzato
dalla composizione delle materie prime di origine.

Nella Tabella I sono riportati, a titolo di esempio non esaustivo, i titoli
alcolometrici di alcune bevande alcoliche e distillati, allo scopo di confrontare

Bevanda Alcol Zuccheri S a‘lcol.assuntl
alcolica % in vol g/l con un bicchiere
) da 100 ml
Birra 4-9 0-20 3-7
Vino (secco) 10-14 0 8-11
Grappa, whisky 40-45 0 31-35
Tipo Breezer 4 10-100 3
aperitivi 10-15 5-50 8-12

Tabella I. Confronto tra il contenuto alcolico di alcune bevande di uso frequente.



311

le rilevanti differenze presenti, spesso poco considerate al momento delle
scelte dei consumatori, soprattutto se giovani. Lalcol presenta una densita
relativa (d ,,) di circa 0,78, quindi per approssimazione si puo considerare
in massa circa 1’80% del titolo alcolometrico espresso in % in volume. Questa
semplice informazione dovrebbe far parte del bagaglio di conoscenze di base
dell’educazione alimentare.

La bevanda alcolica piu consumata nel mondo ¢ la birra, i cui consumi
pro-capite presentano differenze moto rilevanti da un Paese all’altro, in
funzione delle abitudini e della cultura alimentare locale (ad esempio oltre
150 litri/anno in Repubblica Ceca). Nella realta italiana la birra non ha ancora
soppiantato il vino nelle preferenze dei consumatori, ma il consumo pro-
capite, che all’inizio del ‘900 era trascurabile, ha raggiunto e superato i 30
litri/anno. Per contro il vino, secondo i dati forniti dall’OIV (Organisation
Internationale de la vigne et du Vin) & sceso nello stesso periodo da 100 a 42
litri/anno, rappresentando un forte cambio di abitudini alimentari.

11 vino si puo considerare la bevanda alcolica piu conosciuta e consumata
nei paesi del bacino del Mediterraneo. Nel 2010 1’Unesco ha dichiarato la
dieta mediterranea patrimonio immateriale dell’umanita. L etimologia greca
del termine “dieta” fa riferimento allo “stile di vita” e di questo fa pienamente
parte I’abitudine al consumo moderato di vino'".

Luso consapevole e moderato di vino ¢ stato considerato protettivo contro
lo sviluppo delle malattie coronariche e delle patologie associate allo stress
ossidativo. Il potenziale beneficio del vino sulla salute ¢ stato ampiamente
attribuito ai composti polifenolici, principalmente flavonoidi, presenti in
abbondanza nel vino (2-3000 mg/1)®. Recentemente alcuni risultati di
studi in vivo suggeriscono che i polifenoli bioattivi del vino rosso possano
attenuare anche neuropatologie degenerative. Tali risultati sono incoraggianti,
ma ¢’¢ ancora molto da capire sui meccanismi della bioattivita delle sostanze
fenoliche®.

Per chi studia il vino dal punto di vista biologico, chimico e tecnologico,
queste informazioni sono state di stimolo per il perseguimento di alcuni
obiettivi che paiono fondamentali per una moderna enologia. Non si
intende produrre solo una generica bevanda alcolica, complemento
all’alimentazione, da scegliere e valutare solo in base al grado alcolico
che sviluppa, bensi un prodotto connotato anche dal valore aggiunto
dovuto alla sua composizione, alla sua diversita e, non ultimo, al piacere
sensoriale che puo provocare. Principale attenzione ¢ stata quindi dedicata
al miglioramento della qualita, quantita e conservazione delle componenti
fenoliche del vino.
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Va considerato infatti che la produzione di vino si rivolge attualmente a
target differenti, che comprendono i consumatori alla ricerca del miglior
rapporto qualita prezzo, ma anche gli estimatori disposti a spendere per i vini
una parte del denaro destinato alla soddisfazione personale.

Infatti il vino di elevata qualita deve essere una bevanda alcolica di
prezzo necessariamente elevato. Quando 1’uva ¢ prodotta in vigneti ad alta
vocazione per posizione e giacitura, i costi di conduzione del vigneto e quelli
di trasformazione e conservazione non possono essere contenuti. Esistono
certamente vini molto economici, derivati da produzioni intensive, oggi
anche provenienti da paesi extra UE, ma non vengono scelti dal consumatore
per convinzione, bensi per necessitd. Si pud affermare che I’offerta si sta
velocemente adeguando alla domanda di un cliente che consuma meno vino,
ma richiede qualita percepibile, sicurezza alimentare, tracciabilita, elevato
valore evocativo, elevata biodiversita e, cosa non trascurabile, elevata presenza
di sostanze potenzialmente nutraceutiche.

Per quanto riguarda la diversita, il nostro Paese gode di un particolare
vantaggio dovuto alla presenza di un grande numero di vitigni di tradizione
locale, selezionati nel tempo per la loro particolare attitudine enologica, e
alla particolare vocazione del territorio. La diversita dei vitigni italiani, che
un tempo era considerato uno svantaggio per la produzione di vini di massa
adatti a soddisfare un mercato indifferenziato, oggi viene invece considerata
un elemento di differenziazione dell’offerta. Le differenze compositive che
spiegano maggiormente le differenze sono, ancora una volta, quelle a carico
della componente polifenolica.

Acquistare una bottiglia di vino ¢ diventata una scelta consapevole, lontana
sia da sensi di colpa, sia dalla attesa di promesse non mantenibili.

Ci possiamo quindi chiedere se la ricerca enologica abbia fatto qualcosa di
utile rispetto alle composizione dei vini, particolarmente per migliorarne il
contenuto di sostanze sicuramente pregevoli, come i flavonoidi e altri composti
antiossidanti. In sintesi si pud affermare che 1’enologia ¢ rapidamente passata
da una fase storica, che potremmo definire “correttiva”, in cui 1’enologo
cercava di eliminare i difetti dovuti alla materia prima di scarsa qualita o alla
vinificazione approssimativa, ad una che potremmo definire “di espressione”,
in cui la tecnologia serve a estrarre di piu e selettivamente i componenti
dell’uva, riducendo nel contempo il ricorso ad additivi e conservanti.

Lattenzione dei ricercatori si ¢ spostata sul miglioramento della qualita
dell’'uva, giungendo ad aumentarne la concentrazione in componenti di
pregio e la diversita varietale®. Parallelamente le tecnologie si sono sempre
piu ispirate alle mild technologies, avendo come obiettivo il salvataggio
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dei componenti nobili dell’uva nel corso del processo di vinificazione. Ad
esempio negli ultimi vent’anni grandi progressi sono stati compiuti nella
comprensione dei fenomeni di affinamento dei vini e nella definizione del
ruolo dell’ossigeno e del legno nella stabilizzazione del colore dei vini
rossi e bianchi®. Lerogazione ed il controllo dell’ossigeno nell’affinamento
appare come uno dei progressi tecnologici che hanno davvero rivoluzionato
il concetto di conservazione del vino. Il ritorno massiccio all’uso del legno
in cantina, dopo un’epoca di abbandono delle botti a favore di materiali piu
moderni, sembra essere un omaggio alla tradizione, ma in realta ¢ il frutto
di una serie di conoscenze di carattere chimico e biologico, che la ricerca ha
messo a disposizione

Da rilevare, infine, che il miglioramento delle conoscenze sul
comportamento dei microrganismi del vino e la migliore conoscenza dei
meccanismi di ossidazione dei composti fenolici del vino, ha consentito un
generalizzato calo del tenore in solfiti nei vini, che oggi si assesta mediamente
alla meta del limite legalmente consentito®.

In conclusione si puo affermare che il vino ha conservato la sua immagine
di bevanda tradizionale nell’alimentazione mediterranea, ma ha intrapreso
anche un percorso di miglioramento qualitativo in cui gli aspetti salutistici
hanno avuto grande attenzione.
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Riassunto

La multimorbilita ¢ un problema molto comune nella popolazione anziana
ed ¢ associata ad una maggiore mortalita, disabilita e peggioramento della
qualita di vita. Inoltre, essa si correla ad un incremento dell’utilizzo di
servizi sanitari con ulteriore aumento di costi, tempo di degenza e numero
di visite mediche. E stato condotto uno studio retrospettivo che ha valutato la
multimorbilita in una popolazione di pazienti anziani affetti da deterioramento
cognitivo. Dai risultati si ¢ evidenziato che le diverse forme di deterioramento
cognitivo risultano essere associate ad un numero di comorbilita inferiore
rispetto ad altre patologie croniche che comunemente affliggono 1’anziano.
Lapplicazione dell’analisi di cluster e la stratificazione per eta ha permesso
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di evidenziare 5 cluster, che rappresentano le modalita piu frequenti di
raggruppamento delle diverse patologie prese in esame in un soggetto
anziano. Un primo cluster formato da MCI, ipovisus, ipoacusia, diabete,
frattura di femore, secondo quartile di eta e sesso maschile. Un secondo
cluster “vascolare” comprendente la Demenza Vascolare, il deterioramento
cognitivo lieve a genesi vascolare, il terzo quartile di eta ed altre comuni
patologie croniche dell’anziano quali I’ipertensione, lo scompenso cardiaco
e la fibrillazione atriale. Un terzo cluster formato dalla Demenza Mista, sesso
femminile ed il quarto quartile di eta. I quarto ed il quinto clusters formati
solo da una patologia ciascuno, rispettivamente la Demenza di Alzheimer e la
Sindrome ansioso-depressiva. Migliorare le conoscenze sulla multimorbilita
¢ necessario, soprattutto nell’anziano, per non incorrere nell’errore di
focalizzarsi su problemi considerati come “primari” sottostimando le
patologie concomitanti.

Summary

Multimorbidity is a common problem in the elderly population and it is associated
with higher mortality, disability and reduced quality of life. Moreover, it is associated
with increased sanitary need with a raise in costs, hospitalisation time and number
of visits. We conducted a retrospective study evaluating multimorbidity in a
population of elderly patients with cognitive impairment. The results of this study
show that different forms of cognitive impairment are associated with lower number
of comorbidities compared with other chronic diseases afflicting the elderly. Cluster
analysis and age stratification allowed the identification of 5 clusters, representing the
commonest association of pathologies in the elderly. The first cluster includes MCI,
sight and hearing impairment, diabetes, hip fracture, second age quartile, male gender.
A second “vascular” cluster includes vascular dementia, mild cognitive impairment
with vascular ethiology, third age quartile and other common chronic pathologies
of the elderly, such as hypertension, heart failure, atrial fibrillation. Third cluster is
composed by double ethiology vascular/degenerative dementia, female gender, fourth
age quartile. Fourth and fifth cluster are formed by just one pathology: respectively
Alzheimer dementia and anxious-depressive syndrome. Improving knowledge about
multimorbidity is necessary, mainly in the elderly, in order not to focus on primary
problems, underestimating comorbidities.
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La multimorbilita

Migliaia di persone ogni giorno oltrepassano la soglia dei 65 anni?.
Per quanto riguarda I’Italia, secondo i dati ISTAT, la popolazione residente
al primo Gennaio 2010, con eta superiore o uguale a 65 anni, risulta essere
pari a 12.206.470 ed il 41.70% di questi ultimi dichiara di essere affetto da
almeno una malattia cronica grave, come per esempio: diabete, enfisema,
cirrosi epatica, tumore maligno, bronchite cronica, malattia di Alzheimer o
demenze senili. Osservando invece il numero di malattie croniche dichiarate
¢ evidente come questo incrementi per classe di eta.

Laspettativa di vita ha ormai raggiunto e superato i 75 anni in 57 paesi
e ci si aspetta che tale valore continui a salire nei prossimi anni®. La
proporzione di ultra sessantenni nel mondo ¢ cresciuta dal 8.1% del 1960 al
10% del 2000 e, nonostante I’evidente preoccupazione derivata da questi dati
e la consapevolezza che il fenomeno dell’invecchiamento sia un problema
mondiale, le informazioni riguardanti la salute ed i trend della popolazione
anziana sono ancora inadeguati. E evidente che, nell’ultimo secolo, le malattie
di tipo cronico hanno prevalso sulle patologie infettive come problema
principale e che queste siano correlate palesemente all’invecchiamento. La
maggioranza degli studi finora disponibili sono principalmente focalizzati
su specifiche malattie o sulla copresenza di un numero ristretto di patologie,
come le patologie cardiovascolari, il diabete o le neoplasie, piuttosto che
sull’intera gamma di patologie croniche che affliggono le persone anziane.
Pochi studi si sono occupati di come le malattie si distribuiscano o coesistano
nello stesso individuo e lo hanno fatto utilizzando gli approcci piu svariati®.
I termini utilizzati per indicare la presenza di due o piu patologie nello stesso
individuo sono “comorbilita e multimorbilita”.

11 termine comorbilita, introdotto per la prima volta nel 1970 da Feinsteine,
si riferisce alla presenza nello stesso individuo di plurime patologie oltre ad
una patologia considerata di riferimento (index disorder)®. Tale definizione
implica che I’interesse principale sia comunque focalizzato su una singola
malattia e che le altre condizioni vengano considerate solo per I’eventuale
influenza sulla patologia predominante. Al contrario, il termine multimorbilita
si riferisce alla concomitanza di due o piu patologie, croniche o acute, nello
stesso paziente®”. La multimorbilita ¢ un problema molto comune nella
popolazione anziana, infatti la sua prevalenza varia tra il 55% ed il 98%, se
si considerano solamente gli ultra sessantacinquenni. Molti studi confermano
tale dato e sottolineano che la prevalenza della multimorbilita risulta
essere molto piu alta rispetto alla prevalenza delle pit comuni patologie
dell’anziano, come per esempio ’insufficienza cardiaca o la demenza®.
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Fattori piu frequentemente associati alla multimorbilita sono 1’eta avanzata, il
sesso femminile, 1’obesita e il basso livello socioculturale. I fattori di rischio
correlati alla multimorbilita sono I’incremento dell’eta, 1’elevato numero di
precedenti patologie e il basso livello educativo, mentre le conseguenze sono
rappresentate da declino dello stato funzionale, disabilita e una minor qualita
di vita®. Inoltre, si riscontra un maggior utilizzo dei servizi sanitari in termini
di costi, tempo di degenza e numero di visite mediche.

Una recente review, condotta dal gruppo di ricerca del Karolinska Institute
dell’Universita di Stoccolma, ha messo in evidenza come le conoscenze sui
fattori di rischio per la multimorbilita, quali il background genetico, le cause
biologiche, gli stili di vita e i fattori ambientali, siano ancora troppo limitate
e che i dati finora disponibili siano insufficienti per un approccio di cura
basato sull’evidenza, per pazienti affetti da pluripatologie'”. Una migliore
conoscenza dello sviluppo e della storia naturale della multimorbilita sta
divenendo sempre di pit una necessita per la salute pubblica e la clinica
pratica.

Scopo dello studio

Valutare la comorbilita e la multimorbilita in una popolazione di
pazienti ambulatoriali affetti da deterioramento cognitivo ed afferenti
all’ambulatorio dell’Unita Valutativa Alzheimer (UVA) del reparto di
Geriatria e Malattie Metaboliche dell’Osso dell’Ospedale San Giovanni
Battista di Torino.

Materiali e metodi

Lo studio ha valutato in modo retrospettivo un campione di pazienti afferiti
all’ambulatorio dell’Unita di Valutazione Alzheimer (U.V.A.) della SC di
Geriatria e Malattie Metaboliche dell’Osso dell’Ospedale Molinette (Citta
della Salute e delle Scienze), nel periodo tra Aprile 2009 e Giugno 2011.

E stata effettuata un’attenta rilettura di tutta la documentazione disponibile
(essenzialmente le cartelle complete contenenti i referti delle visite effettuate),
presente all’interno del database informatizzato dell’ambulatorio, volta a
selezionare i1 pazienti idonei allo studio.

Per ogni paziente sono stati raccolti i dati riguardanti sesso, eta al momento
della visita, scolarita in anni, I’anamnesi patologica remota e prossima, la
terapia in corso, I’esame obiettivo sia generale che neurologico e i punteggi
ottenuti al Mini Mental State Evaluation (MMSE).
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I pazienti sono stati suddivisi in 4 quartili di eta. I quartile < 73 anni, 11
quartile da 74 a 78 anni, III quartile da 79 a 82 anni e IV quartile > 83 anni.

A fine selezione, 1 pazienti ritenuti idonei e inseriti nello studio sono stati
quelli che presentavano una diagnosi di:

— Malattia di Alzheimer (AD)

— Demenza Vascolare (VAD)

— Demenza mista (Demenza di Alzheimer + Demenza Vascolare)
— Mild Cognitive Impairment (MCI)

— Deterioramento cognitivo a genesi vascolare (VCI)

Patologia Prevalenza (%) P;f(‘),:ll:i’:lliztz s(i;ga
Ipertensione arteriosa 33.3% 3.3%
Scompenso cardiaco 2.6% 0%
CAD 6.1% 2.9%
Ipovisus 19% 4.1%
Anemia 2.5% 0%
FA 9.2% 5.3%
Depressione 15% 5.6%
Ipoacusia 4.2% 4.2%
BPCO 1.8% 0%
Neoplasie 16.6% 3.2%
Diabete 2.2% 0%
Frattura di femore 2.8% 1.6%
Distiroidismi 10.4% 2.5%
Patologie cerebrovascolari 12.2% 2.9%
Cardiopatie valvolari 7.8% 4%

Tabella I. Prevalenza delle singole categorie diagnostiche in assoluto e senza comorbidita.
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Considerando I’elevata prevalenza riscontrata, sono stati inclusi nello studio
anche i pazienti affetti da disturbo distimico o quadro ansioso-depressivo,
anche nel caso in cui non presentassero un deterioramento cognitivo. Si ¢
deciso di escludere, invece, i pazienti affetti da forme piu rare di demenza
quale la Demenza a Corpi di Lewy, la Demenza Frontotemporale con tutte le
sue varianti e il Parkinson’s Dementia.

Di ogni paziente sono state prese in considerazione le patologie croniche
da cui ¢ affetto, codificate seguendo la Classificazione Internazionale delle
Malattie, decima revisione.

Le patologie sono state considerate croniche quando rispettavano uno o piu
dei seguenti criteri'D:

— Condizione permanente
— Causata da un’alterazione patologica non reversibile
— Necessita di riabilitazione o un lungo periodo di cure

Alla luce dello scopo del presente studio, 1’analisi ¢ stata effettuata
considerando solo le 15 patologie croniche piu frequenti (prevalenza > 1.5%)
come riportato in Tabella I.

Per ogni condizione patologica ¢ stata calcolata la prevalenza (per 100
persone) ed ¢ stata stimata la media + deviazione standard delle patologie
copresenti. A conferma dei risultati ¢ stato condotto un modello a regressione
logistica per analizzare le associazioni tra ogni paio di patologie copresenti.
Per analizzare i diversi patterns di multimorbilita, senza nessuna ipotesi a
priori, ¢ stata effettuata un’analisi di cluster. Lanalisi di cluster ci permette
di valutare come le patologie tendano a presentarsi in associazione I’una
con le altre. Tramite questa tecnica ¢ possibile ottenere un quadro generale
di come le patologie siano associate tra loro in una particolare popolazione.
Inoltre, per analizzare con maggior dettaglio la distribuzione delle patologie,
¢ stata effettuata 1’analisi di cluster dopo aver stratificato la popolazione in
esame per eta.

Risultati

Al termine dello studio sono stati valutati 2267 pazienti. Leta media ¢
risultata essere 78.28 + 7.38 anni.

La patologia piu frequente ¢ risultata essere il deterioramento cognitivo
lieve a genesi vascolare con il 15.9%, seguito dalla Demenza Vascolare
(15.2%) e dalla Demenza Mista (14.3%), come si pud osservare dalla
Tabella II. La patologia meno gravata da comorbidita ¢ risultata il disturbo
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Prevalenza senza

Patologia Prevalenza (%) comorbidita (%)
AD 9.7% 27.1%
VAD 15.2% 34.8%
Mista 14.3% 27%
MCI 12.7% 27.7%
VCI 15.9% 33.1%
SAD 10.5% 35%

Tabella II. Tipo e distribuzione di deterioramento cognitivo e patologie co-presenti.

q Patologie

Patologia Numero di casi cfr?ns(::lfilzlzi?ﬁ co-presenti

(media+DS)
Ipertensione arteriosa 756 25 2.36+6.07
Scompenso cardiaco 59 0 3.12+6.8
CAD 138 4 2.57+6.31
Ipovisus 430 18 2.91+6.26
Anemia 56 0 2.93+6.75
FA 208 11 2.5546.36
Depressione 338 19 2.40+6.03
Ipoacusia 95 2 2.84+6.60
BPCO 40 0 3.1546.80
Neoplasie 377 12 2.55+6.18
Diabete 50 0 2.78+6.47
Frattura di femore 64 1 2.77+6.38
Distiroidismi 236 6 2.58+6.14
Patologie cerebrovascolari 276 8 2.49+6.30
Cardiopatie valvolari 175 7 2.87+6.84

Tabella I1I. Distribuzione e co-presenza di patologie croniche nella popolazione in esame.
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distimico, in cui ben il 35% dei pazienti non presenta altre patologie
associate.

Le diverse forme di deterioramento cognitivo risultano avere un numero di
comorbidita inferiore rispetto a tutte le altre patologie croniche. Al contrario,
lo scompenso cardiaco e la Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva (BPCO)
risultano essere associate con il numero piu elevato di patologie, con una
media rispettivamente di 3.12 e 3.15 come indicato dalla Tabella III.

Il modello a regressione logistica corretto per confondenti ha evidenziato,
come riportato in Tabella IV, una forte associazione tra la demenza di tipo
Alzheimer ed il primo quartile di eta e nessuna altra associazione significativa
con condizioni morbose croniche valutate. Tale dato conferma, come € ben
noto, che I’AD ¢ rappresentata maggiormente nelle fasce di eta piu giovani
(nel nostro studio, nel quartile inferiore a 73 anni).

Un’altra associazione evidenziata ¢ stata quella tra demenza mista, quarto
quartile e sesso femminile; questo puo essere spiegato dal fatto che tali forme
miste colpiscono di solito le persone di eta piu avanzata ed il sesso femminile
che ¢ quello statisticamente piu rappresentato in tali fasce.

Un’ulteriore associazione risultata significativa ¢ quella tra la VAD,
I’ipertensione e le patologie cerebrovascolari: cio puo essere dovuto al fatto
che I’ipertensione e gli eventi cerebrovascolari, sia acuti che considerati come
vasculopatia cerebrale cronica di tipo cortico-sottocorticale, rappresentano
fattori di rischio per lo sviluppo di una demenza vascolare.

Lultima associazione riguarda depressione e sindrome ansioso-depressiva:
la correlazione tra queste due patologie puo essere supportata dal fatto che,

Patologie croniche Numero casi OR (95% IC)
AD - Eta (I quartile) 77 1.8 (1.34 -2.43)"
Demenza mista — Eta (IV quartile) 178 3.7(2.9-4.7)
Demenza mista — Sesso femminile 236 1.6 (1.2-2.1)"
VAD - Ipertensione 92 1.2 (1.1-1.5)
VAD - Patologie cerebrovascolari 56 1.3(1.1-1.9)
SAD — Depressione 25 1.4(1.1-2.1)

Tabella IV. Modello a regressione logistica: associazioni tra le diverse forme di deterioramento
cognitivo considerate e patologie croniche (OR; aggiustato per confondenti). P < ".001, *.01.
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sovente, la sindrome depressiva si associa ad una compromissione timica di
tipo ansioso.

Nel presente studio, I’analisi di cluster ha messo in evidenza cinque
differenti clusters come riportato in Tabella V.

Un cluster ¢ formato da MCI, ipovisus, ipoacusia, diabete, frattura
di femore, il secondo quartile di eta e sesso maschile. Un secondo cluster
“vascolare” correla la Demenza Vascolare ¢ il deterioramento cognitivo lieve
a genesi vascolare con I’ipertensione, lo scompenso cardiaco, la fibrillazione
atriale, le cardiopatie valvolari, le patologie cerebrovascolari, le neoplasie, la
CAD (Coronary Artery Disease), anemia, depressione, BPCO, ipertensione
arteriosa, i distiroidismi e il terzo quartile di eta. Un terzo cluster raggruppa
la Demenza Mista con il sesso femminile ed il quarto quartile di eta. Infine

1 2 3 4 5
AD MCI Demenza mista VAD SAD
Eta Eta Eta VeI

(I quartile) (II quartile) (IV quartile)

Sesso Sesso Eta
maschile femminile (I quartile)
Ipovisus Depressione
Ipoacusia CAD
Diabete FA

Frattura di BPCO
femore

Scompenso
cardiaco

Ipertensione
Patologie

cerebro-vascolari

Cardiopatie

valvolari

Tabella V. Analisi di cluster. Distribuzione e aggregazione nelle popolazioni osservate.
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abbiamo evidenziato due clusters formati solo da una patologia ciascuno,
rispettivamente la Demenza di Alzheimer e la Sindrome ansioso-depressiva.

Stratificando per 1’eta, I’analisi di cluster evidenzia come I’AD correli con
un’eta piu giovane (primo quartile), mentre la Demenza Mista correla con il
gruppo di pazienti piu anziani (quarto quartile). Il secondo quartile si inserisce
nel cluster appartenente all’MCI e il terzo a quello della VAD e VCI.

Conclusione

Il presente studio mostra diversi tipi di approcci utili per descrivere la
comorbidita e la multimorbilita in una popolazione di soggetti anziani.
Tali metodi ci hanno permesso di mettere in luce alcuni aspetti interessanti
sull’argomento.

In generale, abbiamo osservato come tutte le patologie croniche sembrano
presentarsi piu frequentemente associate a comorbidita che non da sole,
mentre le forme di deterioramento cognitivo sono risultate quelle con il piu
basso numero di patologie associate. I risultati dell’analisi di cluster possono
essere particolarmente utili sia per il ricercatore che per il clinico e I’evidenza
che specifiche patologie si raggruppano insieme in modo non casuale puo
suggerire nuove spiegazioni fisiopatologiche.

Nella pratica clinica, comprendere meglio il tipo di relazioni che
esistono tra patologie coesistenti puo portare ad individuare nuovi target di
intervento. Per esempio, il raggruppamento MCI, diabete e frattura di femore
suggerisce che i pazienti affetti da una di queste patologie possono essere a
rischio di sviluppare le altre. Questo tipo di informazioni rivestono un ruolo
particolarmente rilevante, soprattutto in prevenzione terziaria.

Infine, la multimorbilita richiede terapie e cure complesse che richiedono
particolari attenzioni, abilitd e conoscenze da parte di medici, infermieri e
famigliari. E ormai stato dimostrato che, nei pazienti affetti da multiple
patologie croniche, i problemi non classificati come “primari” siano
sottostimati'® e che i trattamenti mirati a una sola condizione patologica,
ignorando le malattie concomitanti, possono essere dannosi'?.
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Riassunto

Obiettivo. La patogenesi delle patologie autoimmuni ¢ ancora in larga parte
sconosciuta. Recentemente, particolare attenzione ¢ stata rivolta al ruolo di
due marcatori di flogosi pleiotropici: Osteopontina (OPN) e Recettore Solubile
dell’ Attivatore del Plasminogeno di tipo Urochinasico (suPAR). Il presente
studio ha lo scopo di analizzare i livelli sierici di OPN e suPAR in pazienti
affetti da patologie sistemiche autoimmuni, a confronto con glomerulonefriti
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(GN) primitive e controlli sani, valutandone 1’associazione con numerose
caratteristiche clinico-laboratoristiche.

Metodi. 1 livelli sierici di OPN e suPAR sono stati analizzati in 197
pazienti (n = 151 patologie autoimmuni; n = 46 GN), a confronto con 138
controlli sani. Le determinazioni dei livelli sierici sono state effettuate
tramite test ELISA.

Risultati. 1 livelli sierici di entrambi i marcatori sono risultati piu elevati
nelle patologie autoimmuni, in particolare nelle Vasculiti e nella Sindrome
da Anticorpi Antifosfolipidi, sia rispetto alle GN (OR = 2.549; IC: 1.027-
6.325), che rispetto ai sani (OR = 5.423, IC: 2.035-14.453). I livelli di suPAR
sono significativamente aumentati rispetto ai controlli sani (OR = 8.869, IC:
3.387-23.226). Esiste una correlazione lineare tra i due marcatori (p < 0.001).
Dall’analisi multivariata ¢ emerso che i livelli di OPN correlano con la
presenza di insufficienza renale (OR = 3.330, IC: 1.389-7.988), proteinuria
(OR =2.249, IC: 1.062-4.760), autoimmunita (OR = 2.549, 1C: 1.027-6.325),
anemia (OR= 2.528, IC: 1.265-5.053). Gli ACE-inibitori sono associati
a ridotti livelli di OPN (OR = 0.403, IC: 0.179-0.906). suPAR ¢ risultato
associato a funzione renale (OR = 2.525, IC: 1.115-5.718) e proteinuria
(OR=3.112,1IC: 1.503-6.443).

Conclusioni. Questo studio dimostra che i livelli sierici di OPN e suPAR
correlano con [Dinteressamento renale. E ipotizzabile che queste due
molecole non siano soltanto marcatori ma veri e propri mediatori di danno
renale. L’associazione inversa con 1’ACE-inibitore potrebbe introdurre un
nuovo razionale di utilizzo di questi farmaci nelle patologie autoimmuni con
interessamento renale.

Abstract

Objectives. The pathogenesis of autoimmune disorders is far from being fully
understood. Recently, great attention has been paid to the role of two pleyotropic
inflammatory molecules: Osteopontin (OPN) and Soluble Urokinase Plasminogen
Activator Receptor (suPAR). The present study aimed to investigate OPN and suPAR
serum levels in a population of patients with systemic autoimmune diseases compared
to patients with primary glomerulonephritis (GN) and healthy controls, analyzing the
association with clinical and laboratory features.

Methods. Serum OPN and suPAR levels were analysed in 197 patients, with systemic
autoimmune diseases (n = 151) or primary glomerulonephritis (n = 46), compared to
138 healthy controls. OPN and suPAR serum levels were measured with ELISA test.
Results. Serum levels of both markers were higher in autoimmune disorders,
particularly in patients with Vasculitides and Antiphospholipid syndrome. OPN
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serum levels were significantly increased in systemic autoimmune diseases compared
with primary GN (OR = 2.549, IC: 1.027-6.325) and healthy controls (OR = 5.423,
CI: 2.035-14.453). suPAR levels were significantly higher compared with healthy
controls (OR = 8.869, IC: 3.387-23.226). A linear correlation between OPN and
suPAR was found (p <0.001). Multivariate analysis confirmed an inverse association
between serum OPN levels and GFR (OR = 3.330, CI: 1.389-7.988), proteinuria
(OR = 2.249, CI: 1.062-4.760), autoimmunity (OR = 2.549, CI: 1.027-6.325) and
anemia (OR = 2.528, CI: 1.265-5.053). ACE-inhibitors reduced plasma OPN levels
(OR=0.403, CI: 0.179-0.906). Also for suPAR a significant association with reduced
GFR (OR =2.525, IC: 1.115-5.718) and proteinuria (OR = 3.112, IC: 1.503-6.443)
was demonstrated.

Conclusions. This study demonstrates that elevated OPN and suPAR serum levels
significantly correlate with renal involvement. It is conceivable that the two molecules
play a key pathogenetic role in immune-mediated nephropathies. The inverse
association of OPN levels with ACE-inhibitors may provide a new rationale for
employment of this class of drugs in autoimmune disorders with renal involvement.
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Introduzione

I meccanismi patogenetici alla base delle Patologie Autoimmuni Sistemiche
sono ancora in larga parte sconosciuti. La ricerca di nuovi marcatori o
mediatori di danno renale in queste patologie ¢ di fondamentale importanza
per le possibili applicazioni diagnostiche e terapeutiche che ne possono
derivare. Sulla base di questi presupposti, lo studio presentato ha lo scopo
di valutare il ruolo di due citochine pleiotropiche coinvolte nella disfunzione
endoteliale e nella flogosi cronica, Osteopontina (OPN) e Recettore Solubile
dell’ Attivatore del Plasminogeno di tipo Urochinasico (suPAR), in un’ampia
popolazione di pazienti affetti da diverse Patologie Autoimmuni Sistemiche
confrontata con una popolazione di pazienti affetti da Glomerulonefriti
(GN) primitive ed un gruppo di controlli sani. Abbiamo inoltre analizzato
le correlazioni tra ciascuno dei due marcatori e numerosi aspetti clinico-
laboratoristici.

Osteopontina e Recettore solubile del recettore del Plasminogeno

Osteopontina (OPN) ¢ una glicoproteina fosforilata secreta e sintetizzata
in diversi tessuti e cellule e coinvolta in numerosi processi fisiologici e
patologici. OPN ¢ fisiologicamente espressa a livello di diversi tessuti, tra
cui il rene®™. OPN ¢ coinvolta in diverse funzioni cellulari comprendenti
adesione, migrazione e sopravvivenza e svolge un ruolo importante nella
difesa dalle infezioni®. Patologicamente, OPN ¢ un fattore indipendente
di rischio cardiovascolare® ed ¢ coinvolta nello sviluppo di neoplasie®.
OPN ¢ una proteina centrale nella regolazione dell’inflammazione e della
risposta immunitaria cellulo-mediata ed umorale, stimolando la produzione
anticorpale®®?. La proteina ¢ strettamente correlata all’autoimmunita. I
livelli di OPN risultano elevati sia nei siti di lesione che a livello plasmatico
in molte patologie autoimmuni tra cui Lupus Eritematoso Sistemico (LES),
vasculiti ANCA-associate, Artrite Reumatoide (AR)"%?. Nel LES ¢ stata
dimostrata una correlazione tra polimorfismi del gene che codifica per OPN
e lo sviluppo di autoimmunita®!?. Studi clinici hanno inoltre dimostrato una
correlazione tra livelli plasmatici di OPN e attivita di malattia®?. La proteina &
infine coinvolta nella patologia renale, mediando il danno tubulo-interstiziale
e glomerulare. E stata dimostrata una correlazione tra i livelli tissutali renali di
OPN e I'infiltrato inflammatorio locale, la funzione renale e la proteinuria in
pazienti con glomerulonefrite a depositi di IgA e LES!? ed ¢ stata dimostrata
un’associazione dei livelli plasmatici di OPN e I’interessamento renale in
corso di vasculiti ANCA associate!?).
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Il Recettore dell’ Attivatore del Plasminogeno di tipo Urochinasico (uPAR)
¢ un componente fondamentale nel sistema di attivazione del Plasminogeno,
un sistema di serin-proteasi coinvolte in: trombolisi, infiammazione,
migrazione cellulare, rimodellamento tissutale, invasione tumorale. Esiste
una forma solubile di tale recettore (suPAR), che deriva dal clivaggio
del recettore di membrana ad opera di proteasi o che puo essere rilasciato
direttamente da cellule macrofagiche, endoteliali o tumorali+!>. Bassi livelli
di suPAR sono presenti anche nel sangue di soggetti sani, mentre un aumento
della concentrazione sierica del marcatore € spesso un indice aspecifico di
patologia. Elevati livelli di suPAR sono associati ad un aumentato rischio
cardiovascolare, indipendentemente dai classici fattori di rischio®, T livelli di
uPAR e suPAR sono aumentati in diverse neoplasie. suPAR svolge importanti
azioni di reclutamento delle cellule immunitarie, pro-inflammatorie e di difesa
dalle infezioni"¥. La valutazione dei livelli sierici di suPAR ¢ stata proposta
quale indicatore prognostico in pazienti con diverse infezioni e nella sepsi‘'”.
Gli studi riguardanti il ruolo di suPAR nell’autoimmunita non sono ancora
molto numerosi anche se sono stati individuati alcuni dati interessanti. Elevati
livelli di suPAR a livello sierico e del liquido sinoviale sono stati riscontrati
in pazienti con AR con una correlazione con gli indici di infiammazione e
di attivita di malattia"'®. Infine, le conoscenze relative alla forma solubile
del recettore e 1 meccanismi di danno renale sono ancora poco note. I livelli
di suPAR sono inversamente correlati ai valori di eGFR e risultano essere
aumentati nei pazienti con insufficienza renale cronica"”.

Materiali e metodi

La popolazione arruolata nello studio ¢ costituita da due gruppi di
pazienti:

A) Patologie Sistemiche Autoimmuni - LES, Sindrome da Anticorpi
Antifosfolipidi primitiva (APS), Vasculiti sistemiche ed un gruppo definito
Altre Patologie Autoimmuni comprendente diverse patologie autoimmuni
(vedi risultati).

B) Glomerulonefriti primitive biopticamente accertate.

Lo studio ¢ stato effettuato arruolando pazienti afferenti alla Nefrologia
Universitaria dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria “Maggiore della
Carita” di Novara-Universita del Piemonte Orientale e presso diversi reparti
universitari ed ospedalieri coinvolti in un precedente studio. Le rilevazioni
di laboratorio sono state effettuate in collaborazione con il Laboratorio di
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Immunologia dell’Universita del Piemonte Orientale utilizzando tecnica
ELISA, (kit commerciale DuoSet R&D system, Minneapolis, USA). I dati
raccolti sono stati analizzati utilizzando il programma statistico SAS 9.1. I
livelli sierici di OPN e suPAR sono stati suddivisi in tre categorie (livelli sierici
bassi, medi, elevati) individuando i terzili nella distribuzione di frequenza di
ciascun marcatore, dividendo cosi la popolazione in 3 gruppi omogenei per
numero di soggetti.

Risultati

Lo studio ¢ stato condotto su una popolazione di n = 197 pazienti, dei quali
n = 151 affetti da varie Patologie Autoimmuni (gruppo A) e n = 46 da GN
primitive (gruppo B), e su un gruppo di controllo costituito da un totale di n =
138 soggetti sani (51 nei quali ¢ stata dosata OPN e 87 nei quali ¢ stato dosato
suPAR).
I pazienti del gruppo A sono stati suddivisi in 4 gruppi in base al tipo di
patologia:
— LES:n=101
— APS:n=18
— Vasculiti: n = 21 pazienti: n =4 Crioglobulinemia, n = 3 Malattia di Bechet,
n =2 Panarterite Nodosa, n = 6 vasculite p-ANCA associata, n =2 vasculite
c-ANCA associata, n = 2 Porpora di Shonlein Henoch, n = 1 Arterite di
Takayasu, n = 1 Arterite Gigantocellulare.

— Altre Patologie Autoimmuni: n = 11 pazienti: n = 4 AR, n = 2 Sclerosi
Sistemica, n = 2 Sindrome di Sjogren, n = 2 Spondiloentesoartrite, n = 1
Epatite autoimmune, Vitiligine, Piastrinopenia autoimmune.

I pazienti del gruppo B sono risultati composti da:
—  Glomerulonefriti primitive: n = 46 pazienti: n = 24 GN a depositi di IgA,
n =15 GN membranosa, n =4 GN focale, n =3 GN a lesioni minime.

Nella Tabella I sono rappresentate le caratteristiche generali e la presenza
o meno di interessamento renale al momento del reclutamento nello studio
nelle diverse popolazioni analizzate.

Lanalisi del confronto tra i livelli di OPN e suPAR nelle diverse popolazioni
ha dimostrato che entrambe queste citochine sono piu elevate nella popolazione
delle Patologie Sistemiche Autoimmuni (Tabella II); in questo gruppo i livelli
sierici di Osteopontina sono significativamente piu elevati sia rispetto alle GN
(OR = 2.549; IC: 1.027-6.325) che ai controlli sani (OR = 5.423; IC: 2.035-
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ALTRE

LES APA VASCULITI GN
0,
N/tot (%) (n=101) (n=18) m=21) | AUTOIMM g P
(n=11)
Eta al Prelievo
(anni)
<40 58/101 (57.43) | 6/18(33.33) 1/21 (4.76) 1/11 (9.09) 15/46 (32.61) <0.0001
>40 43/101 (42.57) | 12/18 (66.67) | 20/21(95.24) 10/11(90.91) | 31/46 (67.39)
media +/-dev st | 42.14 +/- 14.24 | 52.22 +/- 16.10 | 64.33 +/- 12.94 | 61.64 +/- 15.67 | 50.80 +/- 15.08 0.0001
(min, max) (17.0; 79.0) (33.0; 77.0) (35.0; 80.0) (33.0; 80.0) (20.0; 83.0)
Durata della
malattia (anni)
<5 26/101 (25.74) | 12/18 (66.67) 17/21 (80.95) 3/11(27.27) 35/46 (76.09) <0.0001
5-15 49/101 (48.51) | 5/18(27.78) 3/21(14.29) 6/11 (54.55) 6/46 (13.04)
>15 26/101 (25.74) 1/18 (5.56) 1/21 (4.76) 2/11 (18.18) 5/46 (10.87)
media +/- devst | 10.27+/-7.90 | 4.08 +/-4.33 435+/-823 | 12.72+/-14.02 | 5.03 +/-7.03 <0.0001
(min, max) (0.15; 33.31) (0.03; 15.13) (0; 38.64) (1.44; 50.64) (0.06; 36.96)
Creatinina
(mg/dl)
<12 79/101 (78.22) | 11/18 (61.11) 6/21 (28.57) 5/11 (45.45) 27/46 (58.70) 0.0001
>1.2 22/101 (21.78) | 7/18 (38.89) 15/21 (71.43) 6/11 (54.55) 19/46 (41.30)
media +/- devst | 1.13+/-0.97 1.42 +/- 1.34 2.26 +/- 1.49 1.37 +/- 0.83 1.46 +/- 0.92 0.0001
(min, max) (0.50; 6.70) (0.60; 6.70) (0.80; 5.10) (0.60; 3.71) (0.62; 5.00)
Clearance
(ml/min)
>90 46/101 (45.54) 1/18 (5.56) 0/21 (0) 2/11 (18.18) 11/46 (23.91) <0.0001
<90 55/101 (54.46) | 17/18 (94.44) 21/21 (100) 9/11 (81.82) 35/46 (76.09)
media +/- dev st | 83.24 +/- 32.88 | 62.24 +/- 24.28 | 42.59 +/- 25.56 | 59.11 +/- 28.66 | 67.51 +/- 31.41 0.0001
(min, max) (7.90; 154.00) | (6.80; 119.30) | (10.40; 86.80) | (14.10; 120.10) | (11.70; 125.10)
Proteinuria
(g/24h)
<0,150 42/101 (41.58) | 13/17 (76.47) 5/21 (23.81) 7/11 (63.64) 9/46 (19.57) 0.0002
>0,150 59/101 (58.42) | 4/17(23.53) 16/21 (76.19) 4/11 (36.36) 37/46 (80.43)
media +/- dev st 0.76+/-1.35 0.11+/-0.22 1.10+/-1.26 1.18+/-2.95 1.61+/-1.85 0.0001
(min, max) (0.0; 9,0) (0.0; 0.90) (0.0, 4.70) (0.05; 10.0) (0.02; 6.00)
Microematuria
Presente 26/101 (25.74) 1/18 (5.56) 10/21 (47.62) 1/11 (9.09) 18/46 (39.13) 0.0095
Assente 75/101 (74.26) | 17/18 (94.44) 11/21(52.38) 10/11(90.91) | 28/46 (60.87)

Tabella 1. Caratteristiche generali della popolazione al momento del reclutamento nello

studio.

14.453). Per suPAR questo trend ¢ meno forte per quanto riguarda il confronto
con le GN (OR = 1.373; IC: 0.666-2.830) ma viene mantenuto nel confronto
con i sani (OR = 8.869; IC: 3.387-23.226). Inoltre nell’ambito delle Patologie
Autoimmuni i livelli piu elevati di entrambi i mediatori si sono riscontrati nelle
Vasculiti e nella APS. Livelli moderatamente elevati, ma comunque superiori a

quelli dei controlli sani, si riscontrano nelle GN primitive (Figure 1 e 2).
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media +/-
ALTRE
dev st LES APS VASCULITI GN
(min, max) (n=101) (n=18) (n=21) AUTE)IMM (n=46) A P
. (n=11)
mediana
(n=>51)
OPN 23.20 36.94 33.36 21.37 18.10 10.65 <0.0001
(ng/ml) +/- +- +- +/- +/- +-
20.62 19.70 32.04 29.22 17.58 11.21
(1.06; 129.69) | (6.40; 59.50) | (2.64, 143.06) | (0.84, 85.16) | (0.70; 54.84) | (1.10; 49.51)
17.93 45.48 27.36 4.09 10.15 5.96
(n=287)
suPAR 4.47 452 6.19 4.41 3.66 1.86 <0.0001
(ng/ml) +- +- +/- +/- +- +-
2.77 2.68 430 322 243 1.70
(0.52,15.15) | (0.68; 12.19) | (1.30; 19.31) | (1.72; 13.04) | (0.57; 11.16) | (0.15; 8.68)
3.62 3.99 4.72 3.90 3.11 1.45

Tabella II. Livelli medi di OPN e suPAR nelle popolazioni patologiche e nei controlli sani.
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Figura 1. Box Plots rappresentanti i livelli di OPN nei diversi gruppi in studio (gruppo 4 e B)
in relazione anche ai controlli sani (banda in basso). 1l segno (+) rappresenta la Media.

Lanalisi della correlazione lineare tra OPN e suPAR nelle popolazioni
patologiche dimostra una correlazione statisticamente significativa tra i due
marcatori, in presenza pero di un’ampia dispersione dei dati (Rho = 0.36;
p <0.0001) (Figura 3).
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Figura 2. Box Plots rappresentanti i livelli di suPAR nei diversi gruppi in studio (gruppo A e B)
in relazione anche ai controlli sani (banda in basso). Il segno (+) rappresenta la Media.
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Figura 3. Correlazione lineare tra OPN e suPAR nelle popolazioni LES, APS, Vasculiti, Altre
Patologie Autoimmuni e GN.
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Un’estesa analisi della correlazione tra i livelli sierici di ciascuno dei due
marcatori e diversi parametri clinici e di laboratorio ¢ stata effettuata al fine
di valutarne I’utilita quali potenziali marcatori di aspetti specifici di malattia.
Dall’analisi logistica multivariata sono emersi alcuni potenziali fattori di
rischio per elevati valori di OPN (Tabella I11, Figura 4).

Fattori di Rischio OR IC 95%

Eta 0.621 0.292-1.319
Sesso 1.659 0.773 - 3.558
Clearance Creatinina 3.330 1.389 - 7.988
Proteinuria 24 ore 2.249 1.062 - 4.760
Emoglobina 2.528 1.265 - 5.053
Terapia con ACE-inibitori 0.403 0.179 - 0.906
Autoimmunita Vs Glomerulonefriti 2.549 1.027 - 6.325

Tabella I1I. Analisi Multivariata tra fattori di rischio e OPN

3,5 1

2,5 1

Odds Ratio
N

1,5 7

I 1 I ' I T

N B

0,5

Clearance Proteinuria Anemia Atuoimmun. Tp ACE-

Vs GN inibitori

Figura 4. Rilevanza dei diversi fattori di rischio risultati statisticamente significativi all analisi
multivariata determinanti il rischio di avere elevati livelli sierici di OPN.
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I pazienti con Clearance della Creatinina ridotta (CICr < 90 ml/min) hanno
un rischio di 3.33 volte di avere elevati livelli sierici di OPN, a parita di eta,
sesso, proteinuria delle 24 ore, valori di emoglobina, terapia con ACE-inibitori
e presenza di una Patologia Autoimmune. In presenza di proteinuria delle 24
ore (> 150 mg/24 ore) il rischio di avere elevati livelli sierici del marcatore
¢ circa doppio (OR 2.249). I pazienti con anemia hanno un rischio di 2.528
volte di avere elevati livelli sierici di OPN, indipendentemente dagli altri
fattori di rischio considerati. I pazienti affetti da Patologie Autoimmuni hanno

Fattori di Rischio P IC 95%
Eta 0.848 0.417-1.728
Sesso 1.205 0.591-2.457
Clearance Creatinina 2.525 1.115-5.718
Proteinuria 24 ore 3.112 1.503-6.443
Terapia con ACE-inibitore 0.559 0.265-1.175
Autoimmunita Vs Glomerulonefriti 1.841 0.808-4.193

Tabella IV. Analisi Multivariata tra fattori di rischio e suPAR.

3,5 %

2,5 7]

15 7

0,5 1

Clearance Proteinuria

Figura 5. Rilevanza dei diversi fattori di rischio risultati statisticamente significativi all analisi
multivariata nel determinare il rischio di avere elevati livelli sierici di suPAR.
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un rischio di 2.549 volte di avere elevati livelli sierici di OPN. Dall’analisi
multivariata riguardante suPAR (Tabella IV, Figura 5) ¢ invece emerso che:
in presenza di ridotta funzione renale (CICr < 90 ml/min) il rischio di avere
elevati livelli sierici di suPAR aumenta di 2.525 volte, a parita di eta, sesso,
proteinuria delle 24 ore, terapia con ACE-inibitori e presenza di una Patologia
Autoimmune. I pazienti con Proteinuria delle 24 ore patologica (> 150 mg/24
ore) hanno un rischio di 3.112 volte di avere elevati livelli sierici del marcatore
a parita dei fattori di rischio considerati.

Discussione

La ricerca di nuovi marcatori in grado di caratterizzare dal punto di vista
clinico o sierologico le Patologie Autoimmuni Sistemiche ¢ cruciale per affinare
la nostra capacita diagnostica e prognostica in questo contesto. Recentemente
un ruolo crescente sta emergendo per due citochine pleiotropiche: OPN e
suPAR. Dai risultati del nostro studio ¢ emerso che entrambi questi marcatori
sono significativamente piu elevati nelle Patologie Autoimmuni Sistemiche
sia rispetto al gruppo delle GN primitive che rispetto ai controlli sani. I livelli
in assoluto piu elevati di entrambi i marcatori si sono registrati nella APS e
nelle Vasculiti. Una possibile interpretazione potrebbe essere che in queste
patologie I’endotelio ¢ primitivamente danneggiato e questo si rifletterebbe
in un incremento dei livelli sierici delle due molecole, entrambe strettamente
associate alla microinflammazione e alla disfunzione endoteliale. Nel caso
di suPAR, inoltre, I’incremento dei livelli potrebbe riflettere un’inibizione
del sistema della fibrinolisi®”, un meccanismo di danno rilevante sia nella
APS che nelle Vasculiti. Numerose malattie autoimmuni sono state associate
con un’aterosclerosi ‘“accelerata”, sostenuta da citochine e chemochine
proinfiammatorie, con conseguente aumento del rischio cardiovascolare®".
Sia OPN che suPAR potrebbero giocare un ruolo importante nel determinare
una vasculopatia infiammatoria nel contesto di una malattia autoimmune.

Un ulteriore aspetto rilevante che emerge dal confronto dei livelli di
OPN e suPAR nelle diverse patologie ¢ che, considerando globalmente
tutte le Patologie Sistemiche Autoimmuni Versus le GN primitive, OPN ¢
significativamente piu elevata nelle prime, mentre per suPAR questo trend ¢
meno forte. I livelli di OPN appaiono quindi correlati alla flogosi sistemica e
sono piu bassi nelle GN primitive nelle quali questa dovrebbe essere assente.
Tuttavia ¢ interessante notare che anche i livelli di entrambi i marcatori rilevati
nelle GN primitive sono significativamente piu elevati di quelli dei controlli
sani, suggerendo che anche nelle GN primitive esista un certo grado di
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microinflammazione sistemica, anche se di minor intensita rispetto a quanto
rilevato nell’autoimmunita.

I livelli sierici dei due marcatori correlano tra di loro, in accordo
con la comune associazione con la disfunzione endoteliale ed il rischio
cardiovascolare.

Livelli elevati sia di OPN che di suPAR sono risultati significativi fattori
di rischio per la presenza di un coinvolgimento renale, correlando sia con la
presenza di proteinuria che di insufficienza renale cronica, come confermato
all’analisi multivariata. La presenza di livelli elevati di OPN raddoppia il
rischio di avere proteinuria (OR = 2.249; IC: 1.062-4.760) e triplica quello di
avere insufficienza renale (OR = 3.33; IC: 1.389-7.988). Analogamente, nel
modello di analisi multivariata scelto per suPAR, in presenza di livelli elevati
di suPAR, il rischio di avere una proteinuria triplica (OR = 3.112; IC: 1.503-
6.443) e raddoppia quello di avere un’insufficienza renale (OR = 2.525; IC:
1.115-5.718). Questi dati sono coerenti con alcune recenti segnalazioni della
letteratura per quanto riguarda OPN, mentre evidenziano per la prima volta
un’associazione tra suPAR e nefropatia. Il ruolo di OPN nel condizionare
lo sviluppo di una proteinuria glomerulare ¢ suggerito da diversi studi
sperimentali: 1’espressione del mRNA di OPN a livello renale ¢ aumentata in
modelli murini di nefropatia diabetica e sindrome nefrosica®, e topi knock-
out per OPN risultano protetti dallo sviluppo di espansione mesangiale e
albuminuria nella nefropatia diabetica®. OPN ¢ in grado di attivare il TGF
beta esercitando quindi un effetto pro-fibrotico che favorirebbe la progressione
della nefropatia diabetica®. Anche alcuni studi clinici confermerebbero
I’associazione tra OPN e proteinuria: la concentrazione urinaria e renale di
OPN ¢ risultata aumentata in pazienti con sindrome nefrosica® e i livelli
sierici aumenterebbero parallelamente alla progressione della nefropatia
diabetica®. Altri Autori hanno sottolineato per contro che i livelli circolanti
di OPN sono strettamente dipendenti dal filtrato glomerulare, suggerendo una
ritenzione di OPN in presenza di insufficienza renale®®.

Lanalisi dei nostri dati ci consente di affermare che i livelli sierici di OPN
correlano con la presenza di insufficienza renale non solo per un effetto
di ritenzione ma anche come conseguenza di un’azione nefrolesiva della
citochina, in quanto I’analisi logistica multivariata ha rilevato un’associazione
indipendente con la presenza di proteinuria, a parita di funzione renale.
Questo risultato delinea per la prima volta un ruolo indipendente dei
livelli sierici di OPN come fattore di progressione del danno renale in una
popolazione di pazienti affetti da patologia sistemica autoimmune ¢ GN
cronica, analogamente a quanto osservato nella nefropatia diabetica.
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In questo contesto 1’evidenza di un effetto protettivo degli ACE-inibitori
rispetto alla presenza di livelli elevati di OPN (OR = 0.403; IC: 0.179-0.906)
consente di ipotizzare che uno dei meccanismi attraverso i quali questi farmaci
determinano una nefroprotezione consista proprio nella riduzione dei livelli
sierici e tissutali di OPN. In effetti ¢ stato dimostrato che 1’Angiotensina
2 ¢ un potente stimolatore della sintesi di OPN a livello del tessuto renale
e che il trattamento con ACE-inibitore ne corregge 1’iperespressione in
modelli sperimentali, rallentando cosi la progressione del danno tubulo-
interstiziale?’?®. E presente un unico studio che abbia dimostrato una
riduzione dei livelli sierici di OPN da parte degli ACE-inibitori in una
popolazione di pazienti affetti da arteriopatia periferica®. Benché i rapporti
tra livelli sierici e tissutali di OPN non siano definiti e richiedano ulteriori
studi, appare biologicamente plausibile che una riduzione dei livelli sierici di
OPN possa avere un impatto anche su quelli tissutali, determinando gli effetti
positivi documentati dai modelli sperimentali che abbiamo precedentemente
descritto.

Anche 1 nostri risultati relativi a suPAR si inseriscono coerentemente nel
panorama delle evidenze della letteratura, benché queste siano molto piu
frammentarie. Per quanto riguarda i livelli sierici di suPAR, valori elevati sono
stati dimostrati nell’insufficienza renale cronica'” e sembrano correlare con lo
stato iperfibrinolitico compensatorio che caratterizza questa condizione di per
sé trombofilica, oltre che con lo stress ossidativo e con la prevalenza di malattia
cardiovascolare. Per quanto riguarda invece le azioni tissutali, uPAR attraverso
I’interazione con vari co-recettori e 1’azione chemiotattica promuoverebbe
il reclutamento di vari tipi di cellule infiammatorie e la progressione delle
lesioni renali®®. Tuttavia, a differenza di OPN, non ¢ presente in letteratura
alcuna evidenza di una correlazione tra suPAR e nefropatia nell’uomo. Esiste
infatti un’unica segnalazione di un’associazione fra livelli sierici e rapporto
albuminuria/creatininuria espressione di disfunzione endoteliale e di danno
d’organo subclinico'®. Il nostro studio evidenzia per la prima volta una
correlazione indipendente di suPAR con la proteinuria ¢ con la presenza
di insufficienza renale, suggerendo che, in analogia a OPN, anche i livelli
sierici di suPAR siano correlati alla presenza di un coinvolgimento renale
clinicamente manifesto.

E importante sottolineare, tuttavia, che il presente studio ¢ di tipo
retrospettivo e non ¢ possibile stabilire una relazione causa-effetto tra
le associazioni. Le associazioni tra livelli sierici di OPN e suPAR e le
manifestazioni del coinvolgimento renale non consentono un’interpretazione
univoca e necessitano di conferme da ulteriori studi.
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Un ultimo aspetto degno di nota ¢ la correlazione tra elevati livelli sierici
di OPN e anemia che risulta plausibile nel contesto di flogosi cronica che
caratterizza queste patologie. E stato inoltre dimostrato che OPN inibisce la
proliferazione delle cellule staminali ematopoietiche®V. L’insieme di questi
dati induce ritenere plausibile che livelli sierici elevati di OPN possano
contribuire a determinare un’anemia e che questa associazione sottenda un
nesso causale da confermare con studi prospettici.

Conclusioni

I'livelli sierici di OPN e suPAR sono piu elevati nei pazienti “immunologici”
globalmente considerati (Patologie Sistemiche Autoimmuni € GN primitive)
rispetto ai controlli sani. All’interno della popolazione patologica, i livelli di
OPN sono significativamente piu elevati nelle Patologie Autoimmuni rispetto a
alle GN primitive, ed un analogo trend si evidenzia per i livelli di suPAR; infine,
nell’ambito delle Patologie Autoimmuni i livelli di OPN e suPAR appaiono piu
elevati nelle Vasculiti e nella APS. Queste differenze riflettono verosimilmente
differenti gradi di disfunzione endoteliale e microinfiammazione. I livelli
sierici di OPN e suPAR correlano con I’interessamento renale. Livelli elevati
di OPN e suPAR sono un fattore di rischio indipendente per la presenza sia
di insufficienza renale che di proteinuria, a prescindere dal tipo di malattia
immunologica (autoimmunita sistemica o patologia renale primitiva). E
ipotizzabile che queste citochine non siano solo marcatori ma anche mediatori
di danno renale. Livelli elevati di OPN — ma non di suPAR — sono inoltre
associati ad una maggior frequenza di malattia autoimmune e di anemia
mentre ¢ emersa un’associazione negativa con la terapia con ACE-inibitore,
introducendo un possibile inedito meccanismo di nefroprotezione da parte di
questa classe di farmaci in pazienti con patologie immuno-mediate. Ulteriori
studi saranno necessari per confermare tali risultati.
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Riassunto

Obiettivo. 1l broncospasmo indotto da esercizio fisico (EI-B) ¢ frequente
nella popolazione generale, soprattutto tra gli atleti. La sintomatologia
del’EI-B puo essere simulata dal laringospasmo che si verifica durante
esercizio fisico (EI-L). Quest’ultimo ¢ favorito da condizioni determinanti
I’ipocalcemia, quale il deficit di vitamina D. Recenti osservazioni indicano
che la vitamina D svolge un ruolo importante su salute e funzione delle vie
aeree ed ¢ implicata nella patogenesi dell’asma bronchiale. Scopo del presente
lavoro era valutare se il deficit di vitamina D potesse favorire la comparsa di
EI-B e di EI-L.

Metodi. Sono stati arruolati 37 giovani atleti sani (24 maschi e 13
femmine). Sono stati valutati livelli di vitamina D, parametri ematologici,
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inclusi i parametri nutrizionali, spirometria basale e test all’iperventilazione
volontaria eucapnica (EHV) utilizzato come surrogato del test di
provocazione bronchiale all’esercizio fisico. Per valutare la risposta
broncospastica all’EHV ¢ stato utilizzato il volume espiratorio massimo al
primo secondo (FEV), per quella laringospastica il massimo flusso medio
inspiratorio (MIF, ).

Risultati. Dei 37 soggetti, 32 (86%) presentavano deficit di vitamina
D, moderato-grave nel 32% dei casi. Il test EHV dimostrava EI-B in 10
soggetti (27%) ed EI-L in 16 (43%); in 6 soggetti (16%) si evidenziava
sia iperreattivita bronchiale che laringea. Gli atleti con EI-L, rispetto a
quelli senza EI-L, avevano livelli di vitamina D significativamente inferiori
(19,0 £ 1,6 vs 27,2 + 1,4; p = 0,001) e di paratormone significativamente
piu elevati (30,5 = 3,6 vs 19, £ 1,8; p = 0,005). La massima caduta del
MIF | risultava significativamente correlata ai livelli di vitamina D (r = 0,51;
p =0,001) e di paratormone (r = 0,53; p =0,001).

Conclusioni. La maggior parte dei giovani atleti esaminati aveva
deficit di vitamina D e oltre il 40% di essi aveva laringospasmo al test
all’iperventilazione. La soglia di risposta laringospastica era significativamente
correlata al livello di vitamina D. Questi risultati confortano 1’ipotesi che la
carenza di vitamina D favorisca lo spasmo della muscolatura striata laringea
durante iperventilazione. I livelli di vitamina D dovrebbero essere controllati
in tutti 1 soggetti che effettuano attivita sportiva.

Abstract

Exercise-induced bronchospasm (EI-B) is rather common in the general population,
particularly in the athletes. EI-B may be mimicked by laryngospasm occurring
during exercise (EI-L). This abnormal response is favoured by conditions causing
hypocalcemia, such as vitamin D deficiency. Recent observations indicate that vitamin
D has a role in respiratory health and function and its deficiency has been implicated
in asthma pathogenesis.

The aim of the present study was to evaluate if vitamin D deficiency has a role in EI-B
and EI-L.

Methods. Thirtyseven young healthy athletes (24 men and 13 women) underwent
clinical examination, blood drawing for nutritional assessment, spirometry and eucapnic
voluntary hyperventilation (EHV) test as surrogato of exercise bronchoprovocation
test. The markers of EHV test were the forced expiratory volume in 1 second (FEV)
for the bronchial response and the maximum mid-inspiratory flow (MIF,)) for the
laryngeal response.



346

Results. Most of the 37 athletes (86%) had vitamina D deficiency, which was severe
(below 9 ng/ml) in 3. EHV test showed EI-B in 10 subjects (27%), EI-L in 16 (43%);
and combined EI-B plus EI-L in 6 (16%). The athletes with EI-L, as compared to
those without EI-L, had significantly lower vitamin D levels (19,0 £ 1,6 vs 27,2 = 1,4;
p = 0,001) and significantly higher parathormone levels (30,5 = 3,6 vs 19, + 1,8;
p = 0,005). The maximum MIF,, fall was significantly related to both vitamin D
(r=0,51; p=0,001) and parathormone level (r = 0,53; p =0,001).

Conclusions. Most of the young athletes had vitamin D deficiency. EI-L was more
common than EIB. More than 40% of the athletes had a laryngospastic response to
the EHV test and this response was closely related to vitamin D and parathormone
level. These findings suggest that vitamin D deficiency favours the spasm of the
laryngeal striatal muscle spasm during hyperventilation. Vitamin D should be
assessed in all the subjects practicing physical activity.
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Introduzione

Il broncospasmo indotto da esercizio fisico (EI-B) consiste nella transitoria
ostruzione bronchiale indotta dallo sforzo e si diagnostica quando il volume
espiratorio massimo al primo secondo (FEV)), utilizzato come marker di
broncospasmo, si riduce almeno del 10% rispetto al valore basale!?. Questa
risposta allo sforzo ¢ presente nella maggior parte dei pazienti con asma
bronchiale (fino al 90%) ed in tal caso ¢ definito come asma da sforzo (EI-A).
L’EI-B € molto frequente anche nei soggetti non asmatici®, in particolare negli
atleti. Negli atleti olimpici la prevalenza di EI-B ¢ risultata cinque volte piu
elevata di quella osservata nella popolazione generale®. In alcune specialita
sportive, quali sport invernali, attivita di endurance, nuoto, ciclismo e corsa
sulle lunghe distanze, la prevalenza di EI-B raggiunge il 50%¢>.

I sintomi di EI-B consistono in tosse, sibilo, costrizione toracica e dispnea
ed insorgono durante o poco dopo lo sforzo, raggiungendo la massima
intensita a 5-10 minuti dal termine.

Il meccanismo con cui lo sforzo fisico determina la broncocostrizione non
¢ chiaro.

La teoria patogenetica piu accreditata sostiene che il broncospasmo sia
determinato dal rilascio di mediatori dalle cellule inflammatorie, soprattutto
i leucotrieni dai mastociti, indotto dalla disidratazione e dal conseguente
aumento dell’osmolarita delle cellule epiteliali bronchiali provocato
dall’iperventilazione®¢7),

Al broncospasmo da sforzo contribuiscono anche fenomeni fisici, come
la riduzione della temperatura dell’aria inspirata dovuta all’iperventilazione,
che provoca congestione del letto vascolare bronchiale con edema di mucosa
e sottomucosa e conseguente ostruzione delle vie aeree”® (Figura 1).

In alcuni soggetti lo sforzo fisico puo scatenare una risposta laringospastica
ovvero una adduzione paradossa delle corde vocali con stridore inspiratorio
e iperventilazione®'*!V, Tale disfunzione delle corde vocali (VCD)
indotta da esercizio fisico (EI-L), a differenza dell’EI-B, compare di solito
immediatamente al termine dello sforzo e regredisce entro pochi minuti.

E ampiamente riconosciuto che la VCD pud simulare una crisi d’asma,
rappresentando un importante problema nella diagnosi differenziale!'?. Tl
gold standard per la diagnosi di VCD ¢ la laringoscopia®. Effettuando la
laringoscopia durante sforzo Reksund et al® hanno dimostrato 1’insorgenza
di laringospasmo scatenato da esercizio fisico. Combinando a questo test
anche la registrazione della curva flusso-volume in- ed espiratoria, ¢ stato
osservato che il laringospasmo ¢ associato ad una significativa riduzione dei
flussi inspiratori. Abbiamo precedentemente osservato che il massimo flusso
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[ IPERVENTILAZIONE |
Perdita di calore Disidratazione della mucosa delle vie aeree |
Raffreddamento Aumento concentrazioni cellulari di
delle vie aeree Na ¢ ca K
Iperemia da Aumentata osmolarita
Riscaldamento mucosa e sottomucosa
| Congestione vascolare Infiammazione vie aeree |
Edema mucosa Attivazione cell. epiteliali e
e < mastociti : liberazione di
sottomucosa istamina, PGD2, LTE4
| BRONCOSPASMO DA ESERCIZIO FISICO |

Figura 1. Patogenesi del broncospasmo da esercizio fisico.

inspiratorio al 50% della capacita vitale (MIF, ) ¢ un indice sensibile della
risposta laringospastica all’inalazione di istamina. Infatti la sua riduzione
¢ risultata significativamente correlata alla riduzione del calibro glottico
misurato mediante laringoscopia®.

La VCD puo essere favorita da molteplici condizioni quali le anomalie
anatomiche e le patologie inflammatorie delle vie aeree extratoraciche.
Abbiamo inoltre osservato che la VCD ¢ aggravata dall’ipocalcemia associata
a deficit di vitamina D9,

Recenti osservazioni indicano che il deficit di vitamina D influenza la
funzione respiratoria soprattutto durante 1’infanzia ed ¢ associato a maggiore
prevalenza di asma bronchiale”!®), Chinellato et al'® hanno dimostrato che il
deficit di vitamina D, quando presente in bambini ed adolescenti asmatici, si
associa ad una maggiore broncocostrizione da sforzo.

Lo scopo del presente lavoro era di valutare la prevalenza di EI-B e di
EI-L nei giovani atleti sani in relazione ai livelli di vitamina D. Come test
da sforzo ¢ stato utilizzato il test all’iperventilazione volontaria eucapnica
(EVH), la cui efficacia nel rilevare I’EI-B ¢ considerata paragonabile
ai comuni test da sforzo standardizzati, quali il tappeto rotante ed il
cicloergometro®?,
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Materiali e metodi

Lo studio ¢ stato effettuato nei mesi di marzo-aprile, al termine della
stagione invernale. Sono stati arruolati giovani atleti non fumatori, membri di
una squadra di canottaggio. I criteri di selezione erano i seguenti: anamnesi
negativa per patologie sitemiche e broncopolmonari, test di funzionalita
respiratoria nella norma, assenza di terapia farmacologica in atto e assenza di
infezioni respiratorie nei 2 mesi precedenti lo studio.

Protocollo dello studio

I soggetti sono stati sottoposti ad esame clinico incluso questionario
respiratorio, accertamenti allergologici, dosaggio di 25(OH) vitamina D e
paratormone, oltre ad altri parametri nutrizionali, spirometria basale ed EVH.

Lo studio ¢ stato realizzato con finanziamento del Ministero
dell’Universita e della Ricerca Scientifica (PRIN 2007) ed ¢ stato approvato
dal comitato etico locale. Tutti i soggetti hanno rilasciato consenso
informato allo studio.

Test di funzionalita respiratoria

I volumi polmonari e la curva flusso-volume sono stati misurati con
uno spirometro computerizzato a campana (BAIRES SYSTEM Biomedin,
Padova). La curva flusso-volume ¢ stata registrata invitando il paziente
ad effettuare una inspirazione massimale fino alla capacita polmonare
totale, seguita da una espirazione massimale fino al volume residuo e
successivamente una nuova inspirazione massimale. II test ¢ stato ripetuto
fino ad ottenere 3 curve con una variazione della capacita vitale forzata
(FVC) inferiore al 5%. FVC, FEV | e flusso medio inspiratorio (MIF, ) sono
stati calcolati dalla prova migliore.

Come wvalori di riferimento sono stati utilizzati i teorici consigliati
dall’European Respiratory Society®".

Test all’iperventilazione volontaria eucapnica (EVH)

Il test ¢ stato effettuato utilizzando la tecnica modificata secondo
Anderson?,

Il soggetto veniva invitato ad effettuare una massima ventilazione
volontaria per 5 minuti respirando una miscela arricchita di anidride
carbonica (CO, 5% in O, 21% e N, 74%). Al termine della iperventilazione
veniva effettuata una spirometria con registrazione della curva flusso-volume
inspiratoria ed espiratoria massimale. Il FEV veniva considerato I’indice di
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risposta bronchiale e il MIF, I’indice di risposta laringea. Spirometria e curva
flusso-volume (ripetute 2 volte) venivano effettuate 5, 10, 15 e 30 minuti dopo
il termine dell’iperventilazione.

E stata considerata indicativa di EI-B una caduta del FEV, del 10% rispetto
al valore basale, ¢ indicativa di EI-L una caduta del MIF,  del 25% del
rispettivo valore basale, confermata in due spirometrie consecutive.

Dosaggi plasmatici

Tutti 1 soggetti venivano sottoposti a prelievo di sangue venoso per la
determinazione di: conta dei globuli bianchi, livelli di emoglobina, dosaggi di
ferritina, magnesio, fosforo, acido folico, vitamina B12, vitamina C, 25(OH)
vitamina D e paratormone. I dosaggi sono stati effettuati presso la Struttura
Complessa di Biochimica Clinica “Baldi Riberi” dell’ Azienda San Giovanni
Battista di Torino. I valori di 25(OH) vitamina D erano considerati sufficienti
in presenza di concentrazioni maggiori o uguali a 30 ng/ml, suggestivi
di insufficienza lieve-moderata per valori compresi tra 10 ¢ 30 ng/ml e di
insufficienza grave se inferiori a 10 ng/ml®?.

Analisi statistica

I dati sono stati analizzati utilizzando il software SPSS (IBM SPSS
Statistics n. 17).

Per I’analisi delle caratteristiche generali sono stati utilizzati i metodi di
statistica descrittiva, calcolando medie e deviazione standard per le variabili
continue, e la frequenza percentuale per le variabili binarie (es. sesso,
atopia, tipo di risposta all’EHV). Il paragone tra caratteristiche dei soggetti
in base alla risposta al test ¢ stato effettuato con il test T di Student per
campioni indipendenti. La relazione del valore di vitamina D con la caduta
del FEV, e del MIF , espressi come percentuale del rispettivo valore basale,
¢ stata effettuata con il test di regressione lineare di Pearson. Le differenze
fra valore basale e dopo iperventilazione sono state usate come variabili
dipendenti in un’analisi di regressione lineare che aveva come parametri
predittivi il valore di vitamina D, e il valore basale di FEV o MIF, e come
variabili confondenti parametri demografici, atopia, parametri nutrizionali
e valore del paratormone. Le variabili confondenti erano mantenute nel
modello solo se la loro inclusione produceva significative modificazioni
dei valori del coefficiente di regressione per la vitamina D.

I risultati dei test sono stati considerati statisticamente significativi per
valori di P inferiori a 0,05.
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Risultati

Sono stati arruolati 37 giovani atleti non fumatori, con spirometria normale,
24 di sesso maschile e 13 di sesso femminile di etd compresa tra i 13 e i
25 anni. Tutti gli atleti negavano sintomi asmatici, 16 erano atopici ma non
denunciavano malattie allergiche al momento dell’esame clinico.

La maggior parte dei soggetti aveva deficit di vitamina D (< 30 ng/ml), che
era lieve-moderato in 32 soggetti (86%) e grave (< 10 ng/ml) in 3 (8%).

La risposta al test all’iperventilazione eucapnica consisteva in EI-B in 4
soggetti (11%), EI-L in 10 (27%), EI-B combinato con EI-L in 6 soggetti
(16%) (Figura 2). Quindi la prevalenza complessiva di EI-B era del 27% (4
+ 6 soggetti) e quella di EI-L era del 43% (10 + 6 soggetti). Il paragone fra

Risposte positive al test EHV

solo EI-L
BEI-L + EI-B
Bsolo EI-B

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Figura 2. Correlazione tra i livelli di paratormone e massima caduta del MIF in percentuale
dopo test EHV (r = 0,53, p = 0,001).

atleti con e senza EI-B per le variabili considerate ¢ mostrato in Tabella I,
quello tra atleti con e senza EI-L in Tabella II. Cunica differenza rilevante fra
soggetti con e senza EI-B era nell’eta, significativamente inferiore in quelli
con broncospasmo da iperventilazione (14,6 £ 0,7 vs 18,1 £ 0,8 ; p =0,015)
(Tabella I). Al contrario, il confronto fra soggetti con e senza EI-L, mostrava
che i primi avevano valori di vitamina D significativamente piu bassi (19,0 +
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EI-B - EI-B + . P
(media + ES) | (media + ES)
eta (anni) 18,1 £0,8 14,6 £0,7 2,549 0,015
FVC (% teorico) 102,4+£2,5 104,4 £4.,6 -0,396 0,694
FEV, (% teorico) 103,2+£2,1 102,4 £4.,6 0,176 0,862
FEV1/VC (% teorico) 83,8+ 1,4 83,6+1,5 0,086 0,932
25(OH) VitaminaD (ng/ml) | 23,7+ 1,6 23,5+2,2 0,074 0,942
Calcio (mmol/l) 2,4+0,0 2,5+0,0 -1,717 0,096
Fosforo (mmol/l) 1,3+£0,0 1,5+0,1 -2,568 0,015
Magnesio (mmol/l) 0,9+0,0 0,9+0,0 -0,849 0,402
ALP (UI/1) 135,6 18,9 | 172,9 +28,7 -1,039 0,308
Paratormone (pg/ml) 233+1,9 26,3 £6,1 -0,644 0,524
Ferritina (ng/ml) 41,5+49 355+5,7 0,678 0,503
Vitamina B12 (pg/ml) 414,1 £22,2 | 466,1 £51,3 -1,047 0,304
Folati (ng/ml) 52+0,3 5,0+£0,2 0,429 0,671
Vitamina C (mg/l) 8,6 0,6 9,5+ 1,1 -0,828 0,415
HGB (g/dl) 142 +0,3 13,7+0,4 1,086 0,288
WBC (10°/pl) 6,1 +£0,3 5,604 0,887 0,383

Tabella I. Paragone fra soggetti con (EI-B+) e senza (EI-B-) broncospasmo da esercizio fisico.
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EF-L - EI—L 3 . P
(media £ ES) | (media + ES)
eta (anni) 16,9 £0,7 17,5+1,2 -0,485 0,631
FVC (% teorico) 99,1 £2,6 108,1 £3.4 -2,151 0,038
FEV (% teorico) 101,1 £2,6 | 105,5+2,9 -1,131 0,266
FEV1/VC (% teorico) 85,0+ 1,4 82,1 +1,6 1,386 0,174
25(OH) VitaminaD (ng/ml) | 27,2+ 1,5 19,0+ 1,6 3,725 0,001
Calcio (mmol/l) 2,4+0,0 2,4+0,0 0,584 0,563
Fosforo (mmol/l) 1,4+0,1 1,3+0,1 0,499 0,621
Magnesio (mmol/l) 0,9+0,0 0,9+0,0 -4,075 0,000
ALP (UI/N) 164,6 +23,6 | 123,9+19,9 1,294 0,206
Paratormone (pg/ml) 19,2+ 1,8 30,5+3,6 -3,032 0,005
Ferritina (ng/ml) 43,7+4,6 345+6,7 1,181 0,246
Vitamina B12 (pg/ml) 440,1 £29,3 | 406,7 +28,6 0,798 0,431
Folati (ng/ml) 4,9+0,2 5,5+0,5 -1,297 0,203
Vitamina C (mg/l) 8,8+0,6 8,8+0,9 0,004 0,997
HGB (g/dl) 13,9+0,3 142+0,4 -515 0,611
WBC (10%/pul) 6,2+0,4 5,703 0,862 0,397

Tabella II. Paragone fra soggetti con (EI-L+) e senza (EI-L-) laringospasmo da esercizio fisico.
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120=

Caduta MIF50 (% basale)

25 (OH) vitamina D ng/ml

Figura 3. Correlazione inversa tra i livelli di vitamina D e massima caduta del MIF in
percentuale dopo test EHV (r = 0,51; p = 0,001).

1304

120

110+

Caduta MIF50 (% basale)

Paratormone pg/ml

Figura 4. Correlazione diretta tra i livelli di paratormone e massima caduta del MIF in
percentuale dopo test EHV (r = 0,53; p = 0,001).
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1,6 vs 27,2 £ 1,5; p=0,001) e paratormone piu alto (30,5 £ 3,6 vs 19,2 £ 1,8;
p = 0,005) di quelli senza laringospasmo da iperventilazione (Tabella II).

I'livelli di 25(OH) vitamina D sono risultati significativamente inversamente
correlati alla risposta costrittiva laringea al test all’iperventilazione, ovvero
alla massima caduta del MIF, (r = 0,51; p = 0,001) (Figura 3) e direttamente
correlati ai livelli di paratormone (r = 0,53; p = 0,001) (Figura 4).

Discussione

I risultati di questo studio dimostrano che la disfunzione delle vie aeree
indotta da esercizio fisico ¢ frequente fra i giovani atleti sani e asintomatici. Il
35% dei soggetti esaminati mostrava infatti una caduta significativa del FEV|
al test all’iperventilazione, suggestiva di broncospasmo indotto dall’esercizio
fisico. Ancor piu frequente ¢ risultata la risposta laringospastica all’EHV,
indice di EI-L, evidenziata nel 43% dei soggetti. Questo dato ¢ piuttosto
interessante, alla luce del fatto che il laringospasmo pud simulare ’asma,
poiché suggerisce che la prevalenza di asma da sforzo negli atleti puo essere
sopravvalutata.

Comungque, tra gli atleti esaminati in questo studio, nessuno riferiva sintomi
respiratori durante 1’attivita sportiva. E bene osservare che nella maggior
parte dei soggetti la caduta dei flussi aerei era di modesta entita e quindi non
tale da produrre importante dispnea. E possibile che I’insorgenza di modesto
laringospasmo e broncospasmo durante la abituale attivita sportiva, venga
ignorata grazie a fenomeni di adattamento analoghi a quelli descritti nei
pazienti asmatici®,

Non sono emersi fattori predittivi dell’EI-B a parte I’eta anagrafica,
significativamente minore negli atleti con iperreattivita bronchiale, a suggerire
un meccanismo legato alla maturazione delle strutture bronchiali®*?>, In
particolare, non ¢ emersa alcuna associazione tra EI-B e deficit di vitamina
D, a differenza dei dati riportati in letteratura, sia riguardo al broncospasmo
da sforzo” che all’asma bronchiale!®!*2¢27  Comunque i 7 atleti che
presentavano sia broncospasmo che laringospasmo da EHV avevano i valori
medi di vitamina D piu bassi di tutta la popolazione studiata.

Il risultato piu interessante di questo studio ¢ I’elevata prevalenza di
risposta laringospastica allo sforzo e la sua stretta correlazione con il deficit di
vitamina D. Sebbene il meccanismo attraverso il quale la carenza di vitamina
D possa favorire il laringospasmo non sia noto, si puo ipotizzare che esso sia
correlato al disturbo dell’omeostasi del calcio. Nel tessuto muscolare, il deficit
di vitamina D determina una riduzione della frazione ionizzata del calcio
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(Ca*), sia a livello intra che extracellulare, promuovendo I’insorgenza di uno
stato tetanico. Al contempo I’ipocalcemia puo aumentare la permeabilita delle
fibre nervose al sodio causando depolarizzazione e abbassamento della soglia
dei potenziali d’azione con comparsa di attivita muscolare spontanea.

Questi fenomeni, durante lo sforzo fisico, sono potenziati dall’alcalosi
respiratoria da iperventilazione che induce ipocalcemia attraverso lo scambio
di ioni idrogeno con il calcio extracellulare.

Un commento particolare merita 1’elevata prevalenza (86%) del deficit di
vitamina D riscontrata nella nostra casistica. E verosimile che essa dipenda
dal fatto che lo studio ¢ stato condotto al termine del periodo invernale, in
condizioni di scarsa esposizione alla luce solare alla latitudine in cui si trova
la citta di Torino, situata oltre il 37° parallelo®®.

In conclusione, il deficit di vitamina D ¢ molto comune fra i giovani atleti
sani, per lo meno alle nostre latitudini. Tale deficit favorisce la comparsa di
laringospasmo durante sforzo fisico, probabilmente attraverso le anomalie
dell’omeostasi calcica che esso produce. E ipotizzabile che tale effetto
possa influenzare negativamente la performance atletica, pertanto, i livelli
di vitamina D dovrebbero essere controllati in tutti i soggetti che effettuano
attivita sportiva.
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Riassunto

Introduzione: Lalemtuzumab ¢ un anticorpo monoclonale (mAb)
umanizzato anti-CD52, un antigene espresso anche dai linfociti T e B.

Dopo la sua somministrazione si verifica una rapida e prolungata linfopenia
seguita da una ricostruzione delle cellule immunitarie. Esso sembra efficace
nelle forme precoci di sclerosi multipla (SM): finora si ¢ osservata una
riduzione dell’attivita di malattia clinica e radiologica.

E importante studiare sia ’equilibrio reciproco delle sottopopolazioni
di T helper sia la ricomparsa delle cellule T nel sangue periferico dopo
alemtuzumab.
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Lobiettivo dello studio ¢ stato analizzare, nel sangue periferico di pazienti
affetti da SM remittente-recidivante (SMRR) e trattati con alemtuzumab, i
livelli di RNA messaggero (mRNA) di alcune molecole immunologiche
coinvolte nella differenziazione dei linfociti T. 1 dati si riferiscono ad un
follow-up di 12 mesi.

Metodi: Si tratta di uno studio longitudinale multicentrico (Italia ed
Europa). I pazienti in studio sono quelli del braccio di trattamento attivo del
trial CARE-MSII (affetti da SMRR con ricadute durante la terapia modificante
il decorso, a cui viene somministrato I’mAb alla dose di 12 mg/die ev per 5
giorni consecutivi al mese 0 e per 3 giorni consecutivi al mese 12).

Sono stati analizzati i campioni di sangue venoso di 17 pazienti per un anno.
Il sangue ¢ raccolto in provette eparinizzate, poi inviate al nostro laboratorio.
I livelli di mRNA delle molecole immunologiche sono stati valutati con
tecniche molecolari tra cui la PCR real time.

Risultati: Sono stati analizzati i campioni di sangue di 17 pazienti al mese
0, 6 e 12. I risultati statisticamente significativi (p < 0.05) riguardano sei
molecole immunologiche. I livelli di IL27, IL10, TGFf, FoxP3 aumentano e i
livelli di IL23 e del T-bet si riducono al mese 6 e 12.

I 17 pazienti non hanno sviluppato ricadute di malattia né cliniche, né
radiologiche.

Conclusioni: A 6 e a 12 mesi si € evidenziato un aumento delle molecole
T regolatorie ed una riduzione di quelle relative ai T effettori. Tali dati
potrebbero giustificare la diminuita progressione del danno infiammatorio e
quindi la mancata comparsa di ricadute cliniche e/o radiologiche.

Abstract

Immune-suppression and immune system reconstitution after alemtuzumab
treatment

Introduction: Alemtuzumab is a humanized monoclonal antibody that targets the
CD52 antigen present on T and B lymphocytes. As a result of its administration there
is a rapid and prolonged lymphopenia. After alemtuzumab therapy immune-cell
repopulation takes place. Alemtuzumab is considered to be potentially effective in
multiple sclerosis (MS): the efficacy was demonstrated by a reduction of clinical and
radiological relapses.

It is important to study the T helper subset balance as well as which newly occurring
T cells repopulate peripheral blood, after alemtuzumab treatment.

The study objective was to evaluate the peripheral blood mononuclear cell mRNA
level of several immunological molecules involved in T cell subset differentiation. The
data collected refer to 12-month follow-up.
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Methods: 1t is a longitudinal multicenter study. Only the alemtuzumab-treated patients
participating to the CARE-MSII trial were included in this study. These are patients
affected by relapsing-remitting MS who have experienced at least a relapse during
disease-modifying therapy. Patients are subjected to i.v. alemtuzumab at a dose of 12
mg/day for 5 consecutive days at month 0 and for 3 consecutive days at month 12.
Each patient undergoes a blood sample at 0, 6 and 12 months. The blood is collected
in heparinized tubes, then sent to our immunological laboratory. We analyzed venous
blood samples from 17 patients for one year follow-up. Analysis of immunological
molecules mRNA levels is carried out with molecular biology techniques.

Results: We analyzed 17 blood samples at 0, 6 and 12 months. We evaluated mRNA
levels of 20 immunological molecules related to T cell subset differentiation. The
statistically significant results (p < 0.05) concern the levels of 6 immunological
molecules. The levels of IL27, IL10, TGFp, FoxP3 significantly increased and I1L23
and T-bet levels significantly decreased at 6 and 12 months. The 17 patients did not
develop clinical or radiological relapses.

Conclusions: At 6 and 12 months of follow-up, the study shows an increase of T
regulatory-related molecules and a reduction of those T effector-associated. Analyzed
patients did not develop any relapses or disease progression.
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Introduzione

Lalemtuzumab (Campath®) ¢ un anticorpo monoclonale (mAb) umanizzato
diretto contro il CD52, un antigene espresso principalmente sui linfociti T e
B, sulle cellule Natural Killer (NK), sulle cellule dendritiche, sui monociti e
macrofagi, su alcuni granulociti (ad eccezione dei neutrofili), sui timociti".
Il Campath pero, non danneggia né le cellule staminali ematopoietiche, n¢
le cellule progenitrici®. In vitro 1’alemtuzumab induce la lisi delle cellule
che presentano il CD52 per mezzo di meccanismi complemento mediati,
anticorpo mediati e per effetto dell’apoptosi. In vivo il suo meccanismo
non ¢ del tutto definito, ma a seguito della sua somministrazione si verifica
una rapida e prolungata linfopenia. Tale marcata deplezione linfocitaria ¢
accompagnata da una ricostruzione del repertorio delle cellule immunitarie
con una ripopolazione precoce dei linfociti B e una ripopolazione tardiva dei
linfociti T®.

La terapia con alemtuzumab ¢ ritenuta potenzialmente efficace nella
sclerosi multipla (SM); infatti, a seguito di una grave deplezione delle cellule
T, la ricostruzione del sistema immunitario potrebbe escludere le cellule T
autoreattive dal rinnovato patrimonio di linfociti®, rallentando cosi ’attivita
di malattia e ritardando I’esordio della disabilita. Sulla base di tali presupposti
questo mAb viene utilizzato al Addenbrooke’s Hospital di Cambridge dal
1991 per il trattamento della SM, anche se non ¢ ancora stato approvato dalla
Food and Drug Administration con questa indicazione terapeutica. Dagli
studi condotti finora ¢ emersa una grande efficacia del farmaco soprattutto
nelle forme precoci di SM in cui si ¢ osservata una riduzione dell’attivita
di malattia da un punto di vista clinico e radiologico®. Inoltre studi recenti
hanno evidenziato un aumento dei linfociti T helper (Th) 17 e non dei Thl
durante le ricadute di malattia nei pazienti affetti da tale patologia®. E stata
altresi dimostrata una riduzione preferenziale dei Th17, piuttosto che dei Thl,
e un aumento dei linfociti T regolatori (Treg) (CD4+CD25"e"FoxP3+) durante
la ricostituzione del sistema immunitario successiva ad ablazione immunitaria
e a trapianto di midollo osseo autologo nella SM®.

Alla luce di questi risultati ¢ importante studiare sia 1’equilibrio reciproco
delle sottopopolazioni di Th che la ricomparsa delle cellule T nel sangue
periferico dopo D’effetto immunosoppressivo indotto dall’alemtuzumab.
Lobiettivo del nostro studio ¢ stato quello di analizzare, nel sangue periferico
di pazienti affetti da sclerosi multipla remittente recidivante (SMRR) e
trattati con alemtuzumab, i livelli di RNA messaggero (mRNA) delle
seguenti citochine, chemochine e dei fattori di trascrizione coinvolti nella
differenziazione dei sottotipi di linfociti T (IFNYy, TGFB, TNFa, IL1b, IL2,
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IL6, IL10, IL12p35, IL17A, IL17F, IL22, IL23, IL26, IL27, CCL11, CCL20,
CXCL10, CCR4, CCR6, T-bet, FoxP3, RORC). Confrontando i livelli di
mRNA misurati dopo la terapia con quelli misurati prima del trattamento ¢
possibile valutare 1’efficacia del farmaco e la sua influenza sull’omeostasi
linfocitaria. E importante verificare la presenza di una correlazione tra i
risultati ottenuti e il decorso della malattia, prestando attenzione non solo
alla comparsa di ricadute (cliniche e/o radiologiche), ma anche all’eventuale
manifestazione di complicanze autoimmuni secondarie al trattamento.

Materiali e metodi

E stato organizzato e coordinato uno studio longitudinale, multicentrico che
coinvolge diversi Dipartimenti di Neurologia in Italia e in Europa (Divisione
Universitaria di Neurologia della Facolta San Luigi Gonzaga dell’Universita
degli Studi di Torino, il Centro SM dell’Ospedale Binaghi dell’Universita di
Cagliari, il Centro SM dell’Ospedale di Gallarate di Varese, il Dipartimento
di Neurologia del Sveti Duh General Hospital e quello del Zagreb University
Hospital Center, il Dipartimento di Neurologia del Centre Hospitalier
Universitaire di Rennes, il Centro SM del General Hospital di Praga). |
pazienti oggetto di studio sono quelli del braccio di trattamento attivo che
hanno partecipato allo studio CAMMS324 Genzyme o CARE-MS II®.
Sono stati inclusi sia i pazienti randomizzati ad alemtuzumab sia quelli
randomizzati all’IFNB-1a, che sono stati inseriti in questo protocollo di studio
quando sono stati trattati con alemtuzumab nella fase di estensione del trial.
Si tratta di soggetti affetti da SMRR, definita secondo i criteri di Mc Donald®,
che hanno manifestato ricadute di malattia durante la terapia modificante il
decorso; per poter essere arruolati nel CAMMS324, essi dovevano essere stati
trattati per piu di 6 mesi, nei precedenti 5 anni, con una terapia modificante
il decorso, quale il glatiramer acetato o un interferone beta, e dovevano
presentare un peggioramento della malattia alla Risonanza Magnetica
Nucleare (RMN). Prima della terapia con alemtuzumab i pazienti vengono
sottoposti ad un wash-out farmacologico dalla terapia immunomodulante, di
almeno un mese.

Ai pazienti inclusi viene somministrato 1’alemtuzumab, per via endovenosa,
alla dose di 12 mg/die per 5 giorni consecutivi al mese 0 (60 mg di dose totale)
e per 3 giorni consecutivi al mese 12 (36 mg di dose totale), sotto supervisione
medica. Per i primi 3 giorni di trattamento, sia al mese 0 che al mese 12, ogni
paziente riceve una premedicazione con 1 g di metilprednisolone e.v. subito
prima dell’infusione di Campath.
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Ciascun paziente viene sottoposto ad un prelievo ematico prima di iniziare
il trattamento e poi a vari intervalli di tempo (6, 12, 18, 24, 36 ¢ 48 mesi)
dopo P’inizio della terapia con alemtuzumab. Finora sono stati analizzati i
campioni di sangue venoso di 17 pazienti per un follow-up di un anno, le cui
caratteristiche demografiche sono riportate nelle Tabelle I e II.

NUMERO DI
PAZENTE | 1y 0iSCima | SESSO | INIMUNOMODULANTE | NEIDUE ANNI
PRECEDENTI
ITALIA (CA) | 25/07/1972 F Rebif 44 pg (IFNB-1a) 3
ITALIA (CA) | 06/10/1979 F Avonex (IFNB-1a) 3
ITALIA (VA) 03/04/1984 M Rebif 22 pg (IFNB-1a) 2
FRANCIA 06/06/1964 F Copaxone (glatiramer acetato) 2
CROAZIA 26/03/1984 M Betaferon (IFNB-1b) 2
CROAZIA 19/08/1976 M Betaferon (IFNB-1b) 2
CROAZIA 08/12/1979 M Betaferon (IFNB-1b) 2
CROAZIA 02/12/1978 F Betaferon (IFN(-1b) 3
CROAZIA 12/09/1975 F Betaferon (IFNB-1b) 3
CROAZIA 21/05/1983 M Betaferon (IFNB-1b) 2
CROAZIA 22/04/1980 F Avonex (IFNB-1a) 2
CROAZIA 07/05/1961 F Betaferon (IFNB-1b) 2
CROAZIA 20/04/1961 F Betaferon (IFNB-1b) 2
CROAZIA 07/07/1976 M Betaferon (IFNB-1b) 3
CROAZIA 31/07/1964 M Betaferon (IFNB-1b) 2
REP. CECA 17/05/1988 F Rebif 44 ug (IFNB-1a) 2
REP. CECA 24/06/1983 F Rebif 44 pg (IFNB-1a) 2

Tabella I. Caratteristiche cliniche e demografiche basali dei pazienti.
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NUMERO PERCENTUALE ETA MEDIA EDSS MEDIO AL
PAZIENTI DI DONNE +D.S. BASELINE + D.S.
17 58.82% 353+8.5 26+1.3
DONNE UOMINI
. EDSS MEDIO AL ) EDSS MEDIO AL
ETA MEDIA +D.S. BASELINE £ D.S. ETA MEDIA + D.S. BASELINE £ D.S.
36.9+94 26+1.2 33+£7.1 25+1.5

Tabella I1. Analisi statistica delle caratteristiche dei pazienti al baseline (D.S.: deviazione
standard; EDSS: Expanded Disability Status Scale).

Poiché si tratta di uno studio longitudinale, basato sul confronto tra

i dati ottenuti prima e dopo il trattamento, non ¢ necessario un gruppo di
controllo: ogni paziente funge da controllo di se stesso. Sono considerati
idonei a partecipare a questo studio i pazienti che soddisfano tutti i seguenti
criteri:

Modulo di consenso informato (ICF) firmato dal paziente.
Eta compresa tra 18 e 50 anni al momento della firma dell’ICF.

Diagnosi di SM secondo i criteri di McDonald e RMN del cranio indicante
la presenza di lesioni della sostanza bianca attribuibili alla SM nei 5 anni
precedenti lo screening.

Esordio dei sintomi della SM entro 5 anni dal momento della firma
dell’ICFE.

Punteggio Expanded Disability Status Scale (EDSS) (Figure 1 e 2)
compreso tra 0.0 e 3.0 (inclusi) al momento dello screening.

2 o piu attacchi di SM (primo episodio o recidiva) occorsi nei 24 mesi
precedenti la data della firma dell’ICFE, con almeno 1 attacco nei 12 mesi
precedenti, con segni neurologici obiettivi confermati da un medico o un
altro operatore sanitario approvato da Genzyme. I segni obiettivi possono
essere stati identificati retrospettivamente.

Stabilita neurologica per i 30 giorni precedenti la data di firma dell’ICF
(assenza di recidive).



SISTEMI FUNZIONALI (FS) punti SISTEMI FUNZIONALI (FS) punti
1 - FUNZIONI PIRAMIDALI Perdita di tutte le forme di sensibilita in uno o due
N i 0 arti; o moderata diminuzione della sensibilita tattile o 5
ormai dolorifica e/o perdita della sensibilita propriocettiva
Segni anormali senza deficit funzionali 1 nella maggior parte del corpo, capo escluso
Minimo deficit 2 Perdita di ogni tipo di sensibilita in tutto il corpo, 6
. . . . capo escluso
Lieve o moderata paraparesi o emiparesi; grave
. 3 .
monoparesi Non valutabile 9
Grave paraparesi o emiparesi; moderata tetraparesi; 4 5- FUNZIONI RETTALI E VESCICALI
monoplegia Normali 0
Paraplegia, emiplegia, o grave tetraparesi 3 Lieve disuria, lieve minzione imperiosa o ritenzione 1
Tetraplegia 6 vescicale
Non valutabile 9 Moderata disuria, moderata minzione imperiosa,
2 - FUNZIONI CEREBELLARI modergta{ntenz.lone vescvlcalfa o moderata stipsi, o 2
saltuaria incontinenza urinaria
Normali 0 Frequenti episodi di incontinenza vescicale 3
Segni anomali deficit funzionali ! Ni ita di caterizzazione quasi costante 4
Lieve atassia 2 Perdita completa del controllo delle funzioni vescicali 5
Moderata atassia del tronco degli arti 3 Perdita completa delle funzioni vescicali e rettali 6
tassia di tutti gli arti 4 .
Grave atassia di tutti gli arti Non valutabile 9
I ita di i i ti dinati dovuti
nc‘apam. a di eseguire movimenti coordinati dovuti 5 6 - FUNZIONI
all’atassia
Non valutabili 9 Normali 0
3 - FUNZIONI DEL TRONCO CEREBRALE Scotqma con acuita visiva (corretta con lenti) 1
maggiore di 6/10
Normali 0 . .
Occhio piti compromesso con scotoma con acuita )
Solo segni clinici 1 visiva massima corretta con lenti da 6 a 3 decimi
Moderato ristagno o altro lieve deficit 2 Occhio pill compromesso con esteso scotoma, o
moderata riduzione del campo visivo e massima acuita 3
Grave o marcata debolezza della muscolatura L. N L L
. . P . L. 3 visiva (corretta con lenti) da 3 decimi a 2 decimi
estrinseca o moderato deficit degli altri nervi cranici
Marcata disartria o altra grave infermita 4 Occhio pit COMPromesso con m.ar‘catnaldlmmuzmne
del campo visivo e massima acuita visiva (corretta con
Impossibilita a deglutire o parlare 5 lenti) da 2 decimi a 1 decimo; grado 1 associato ad 4
R acuita visiva massima dell’occhio meno compromesso
Non valutabile 9 . -
di 3 decimi 0 meno
4 - FUNZIONI SENSITIVE Occhio pid . .
cchio pil compromesso con acuita visiva massima
Normali 0 (corretta con lenti) minore di 1/10, grado 2 5
. s - . associato ad acuita visiva massima dell’occhio meno
Sola diminuizione della sensibilita vibratoria in uno .
. X 1 compromesso di 3/10 0 meno
dei due arti
Lieve diminuzione della sensibilita tattile o dolorifica Grado 3 assocla'to ad acuia visiva dell"occhio meno 6
o T compromesso di 3/10 o meno
o del senso della posizione, e/o moderata diminuzione
della sensibilita vibratoria in uno o due arti; o 2 Non valutabile 9
dlmmuznove della sola sensibilita vibratoria in tre o 7 - CAPACITA IDEATIVE E FUNZIONI CEREBRALI
quattro arti SUPERIORI
Moderata diminuzione della sensibilita tattile o Normali 0
dolorifica o del senso della posizione, e/o perdita
della sensibilita vibratoria in uno o due arti; o lieve 3 Solo alterazioni dell’umore 1
diminuzione della sensibilita tattile o dolorifica e/o . L s -
o . N Lieve diminuzione delle capacita cognitive 2
moderata diminuzione di tutte le prove della sensibilita
propriocettiva in tre o quattro arti Moderata diminuzione delle capacita cognitive 3
Grave diminuzione della sensibilita tattile o dolorifica Marcata diminuzione delle capacita cognitive o delle 4
o perdita della sensibilita propiocettiva, singolarmente altre funzioni psichiche superiori
0 in associazione, in uno o due arti; o moderata R . .
diminuzione della sensibilita tattile o dolorifica e/o 4 Deme‘nz? o grave deficit delle funzioni psichiche 5
PRV P . A superiori
grave diminuzione della sensibilita propiocettiva in tre
0 quattro arti Non valutabile 9

Figura 1. Valutazione dei sistemi funzionali.
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EXPANDED DISABILITY STATUS SCALE (EDSS)

0.0 Esame obiettivo neurologico della norma (tutte le FS = 0, accettabile FS cerebrale = 1)

Nessun deficit, minimi segni clinici di pit di un FS (pit di uno con punteggio 1, tranne punteggio 1

15 cerebrale)

2.0 Minimo deficit clinico in un FS (uno di grado 2, altri= 00 1)

2.5 Minimo deficit in due FS (due di grado 2, altri=00 1)

Moderato deficit in un FS (uno di grado 3, altri = 0 o 1), o lieve deficit in tre o quattro FS (3 o 4 FS di

30 punteggio 2, i restanti = 0 o 1) anche senza nessun problema di deambulazione

Cammina ma con un moderato deficit in un FS (uno di punteggio 3) e uno o due FS combinazioni di gradi

35 DS .
inferiori che normalmente superano quanto specificato per lo step 4.0

Cammina senza aiuto o riposo per circa 100 metri; deficit abbastanza grave da non permettere completamente
5.5 le attivita quotidiane; (I tipici FS equivalenti sono un grado 5, gli altri da 0 a 1; combinazioni di gradi
inferiori che normalmente superano quanto specificato per lo step 4.0)

Necessaria per camminare una assistenza costante, intermittente o da un solo lato (bastone, stampelle, o
6.0 qualsiasi appoggio) percorrendo con o senza riposo 100 metri; (I tipici FS equivalenti sono combinazioni con
piu gradi FS maggiori di 3)

Necessario per camminare un aiuto costante bilaterale (bastone, stampelle, o qualsiasi sostegno) percorrendo,
6.5 con o senza riposo, circa 20 metri (I tipici FS equivalenti sono combinazioni con piu gradi FS maggiori di
3)

Incapace di camminare oltre 5 metri, normalmente costretti sulla sedia a rotelle, la muove da solo e vi si
7.0 trasferisce da solo; si muove per circa 12 ore sulla sedia a rotelle, (I tipici FS equivalenti sono combinazioni
con piu di un grado di FS maggiore di 4, molto raramente un grado piramidale 5 da solo)

Incapace di camminare per piu di pochi passi, costretto sulla sedia a rotelle, necessita di aiuto per essere
7.5 trasferito; la muove da solo ma non puo stare tutto il giorno su una sedia a rotelle standard; puo necessitare di
una sedia motorizzata (I tipici FS equivalenti sono pitt combinazioni con FS maggiori di 4)

Essenzialmente costretto sulla sedia o trasportato sulla sedia a rotelle, ma puo stare fuori dal letto da solo,
8.0 mantiene le capacita di svolgere le sue funzioni fisiologiche; generalmente ha 1uso delle braccia; (I tipici FS
coinvolti sono eguali a pitt FS maggiori di 4)

Costretto a letto per molta parte del giorno; ha un efficace uso del braccio; svolge le sue normali funzioni

fisiologiche; (I tipici FS equivalenti sono generalmente maggiori di 4 combinazioni di piu FS)
9.0 Paziente allettato completamente incapace di svolgere qualsiasi attivita; pud comunicare e mangiare; (1 tipici
. FS equivalenti sono combinazioni di gradi maggiori di quattro)
95 Paziente allettato completamente incapace di svolgere qualsiasi attivita; incapace di comunicare o di

mangiare/inghiottire; (> 4)

10 Morte dovuta alla SM

Figura 2. Scala EDSS.

Sono esclusi da questo studio i pazienti che soddisfano almeno uno dei
seguenti criteri:

— Partecipazione corrente a un altro studio clinico.

— Esposizione ad azatioprina, cladribina, ciclofosfamide, ciclosporina A,
metotrexate o ad ogni altro agente immunosoppressivo diverso da un
trattamento sistemico con corticosteroidi.

— Trattamento effettuato con un mAb per qualunque motivo.
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Precedente trattamento con farmaci sperimentali, ovvero farmaci che non
sono stati approvati a qualunque dosaggio o per qualunque indicazione.

Presenza di una forma progressiva di SM.

Storia di neoplasie, ad eccezione del carcinoma cellulare basale della
pelle.

Ogni disabilita dovuta a traumi o ad altre malattie che, secondo il parere
dello Sperimentatore, possa interferire con la valutazione della disabilita
dovuta alla SM.

Precedente reazione di ipersensibilita a prodotti contenenti immuno-
globulina.

Allergia o intolleranza conosciuta all’interferone beta, all’albumina umana
o al mannitolo.

Intolleranza ai boli di corticosteroide.

Impossibilita a praticarsi o a ricevere iniezioni s.c. praticate dal personale
curante.

Impossibilita a sottoporsi a una RMN con somministrazione di gadolinio.

Conteggio cellulare CD4+ (CD3+CD4+ assoluto) minore del limite
inferiore di normalita (LLN) allo screening.

Conteggio cellulare CD8+ (CD3+CD8+ assoluto) minore del LLN allo
screening.

Conteggio cellule B (CD19+ assoluto) minore del LLN allo screening.
Conteggio assoluto dei neutrofili < LLN allo screening.

Disturbo emorragico conosciuto (es. disfibrinogemia, deficit del fattore
IX, emofilia, malattia di Von Willebrand, coagulazione intravascolare
disseminata, deficit di fibrinogeno o di un fattore della coagulazione).

Sieropositivita al virus dell’immunodeficienza umana.

Malattia autoimmune significativa, inclusa ma non limitata a citopenia
immune, artrite reumatoide, lupus eritematoso sistemico, altri disturbi
del tessuto connettivo, vasculite, malattia inflammatoria intestinale, grave
psoriasi.

Presenza di anticorpi anti-recettore dell’ormone tireostimolante (al di sopra
del LLN).

Infezione attiva che lo Sperimentatore consideri sufficientemente grave da
precludere la partecipazione allo studio.
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Secondo il parere dello Sperimentatore, presenza di alto rischio di infezione
(es. catetere a permanenza, disfagia con aspirazione, ulcera da decubito,
storia di una precedente polmonite da aspirazione o infezione ricorrente
del tratto urinario).

Tubercolosi latente, a meno che non sia stata completata una terapia anti-
tubercolotica efficace, o tubercolosi attiva.

Infezione da virus dell’epatite C.
Infezione passata o presente da epatite B.

Donna in eta fertile con test di gravidanza su siero positivo, in gravidanza
o in allattamento.

Rifiuto di utilizzare un metodo contraccettivo adeguato e affidabile per
I’intera durata dello studio (solo per pazienti in eta fertile). I metodi
contraccettivi affidabili ed efficaci includono: dispositivo intrauterino,
contraccezione a base di ormoni, sterilizzazione chirurgica, astinenza o
doppio metodo a barriera.

Disturbo psichiatrico grave non adeguatamente controllato da un
trattamento.

Attacchi epilettici non adeguatamente controllati da un trattamento.

Grave disturbo sistemico o altra malattia che, secondo il parere dello
Sperimentatore, potrebbe compromettere la sicurezza del paziente o
interferire con I’interpretazione dei risultati dello studio (es. attuale ulcera
peptica o altre condizioni che potrebbero predisporre a un’emorragia).

Condizioni cliniche, psichiatriche, cognitive o di altro tipo che, secondo
il parere dello Sperimentatore, possono compromettere la capacita del
paziente di comprendere le informazioni a lui destinate, fornire il proprio
consenso informato, rispettare il protocollo di sperimentazione o completare
lo studio.

Conteggio di piastrine confermato minore del LLN dal laboratorio di

valutazione allo screening o documentato inferiore a 100.000/uL nell’anno
precedente, in un campione senza agglutinazione di piastrine.

Storia precedente di infezioni micotiche invasive.

Positivita al papillomavirus umano ad alto rischio cervicale oppure citologia
cervicale anomala diversa dalle cellule squamose atipiche di significato
incerto.

Sieropositivita al Trypanosoma cruzi o al virus umano T-linfotropico di
tipo I o II (test richiesto nelle sole regioni endemiche).
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— Ogni altra malattia o infezione (latente o attiva) che, secondo il parere dello
Sperimentatore, potrebbe aggravarsi a causa di un qualunque farmaco dello
studio.

— Qualunque valore relativo alla funzionalita epatica o renale di grado 2 o
maggiore allo screening, con I’eccezione della iperbilirubinemia dovuta
alla sindrome di Gilbert. Consultare la Tabella III, ricavata dai Common
Terminology Criteria for Adverse Events v3.0 (CTCAE) del National
Cancer Institute (NCI), pubblicata il 9 agosto 2006.

Funzionalita epatica

Bilirubina >1,5x ULN
SGOT/AST >2,5x ULN
SGPT/ALT >2,5x ULN

Fosfatasi alcalina >2.5x ULN

Funzionalita renale

Creatinina >1,5x ULN

Tabella 1. Valori della funzionalita epatica e renale che escludono dallo studio (ULN = limite
superiore alla norma).

I campioni di sangue venoso da analizzare vengono prelevati secondo le
seguenti tempistiche: al baseline (prima della prima somministrazione di
Campath), al mese 6 dopo I’inizio del trattamento, al mese 12 (subito prima
della seconda dose di alemtuzumab) e poi ai mesi 18, 24, 36 e 48 dopo la
seconda dose di mAb. Il prelievo ematico deve essere ritardato di 30 giorni
se il paziente effettua una terapia corticosteroidea a causa di una ricaduta di
malattia o se viene colpito da infezione.

Il sangue viene raccolto in provette eparinizzate (5 provette da 7 ml per
paziente) presso i centri partecipanti. Le provette vengono poi inviate, tramite
corriere FedEx (altamente specializzato, che assicurava 1’arrivo dei campioni
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entro 24-48 ore), direttamente al nostro laboratorio, utilizzando contenitori
idonei. I centri partecipanti allo studio sono stati informati della necessita di
far pervenire i campioni di sangue, al massimo entro 3 giorni dal prelievo,
al fine di preservarne il piu possibile 1’integrita e garantirne 1’utilizzo per le
analisi immunologiche. I campioni di sangue, una volta raggiunto il nostro
laboratorio, vengono analizzati entro 24 ore; nei casi in cui questo non sia
possibile (ma anche per poter costituire una banca dati per eventuali ulteriori
indagini), le provette vengono congelate in azoto liquido e analizzate in
seguito.

Al baseline ciascun paziente, dopo adeguata spiegazione, ha firmato I’ICF
alla partecipazione allo studio, che ¢ stato approvato dal Comitato Etico.
Poiché sono stati precedentemente segnalati casi di complicanze autoimmuni
secondarie al trattamento con alemtuzumab nella sclerosi multipla?, si
¢ deciso che ogni paziente dovesse essere sottoposto a periodici esami
di controllo. Al fine di identificare eventuali alterazioni tiroidee (morbo di
Graves e ipotiroidismo autoimmune) viene effettuato un monitoraggio della
funzione tiroidea (TSH, T3, T4, anticorpi anti-recettore del TSH) al baseline,
poi ogni 2-3 mesi o mensilmente, se un risultato appare alterato, e per almeno
3 anni dopo I'ultima dose di Campath (come indicato nei protocolli degli
studi CAMMS323 ¢ CAMMS324). Inoltre per prevenire e/o riconoscere
tempestivamente gravi forme di tossicita ematologica, soprattutto la porpora
trombocitopenica immune, la conta ematica totale e la conta piastrinica
vengono controllate ogni mese e per 3 anni dopo 1’ultima dose di farmaco.

Le valutazioni neurologiche vengono effettuate con la scala EDSS (Figure
1 e 2) a intervalli di tempo regolari (baseline, mese 6, 12, 18, 24, 36, 48),
insieme alla raccolta dei campioni di sangue. In caso di ricaduta i pazienti
vengono sottoposti ad ulteriori visite non previste. I dati clinici di ogni
soggetto vengono riportati su apposite schede (CRF, Clinical Report Form)
compilate dal medico che segue il paziente durante le visite neurologiche
previste; le CRF vengono inviate tramite e-mail al nostro centro di studio
ogni volta che viene spedito un campione di sangue. Al fine di poter escludere
eventuali ricadute radiologiche di malattia si ¢ deciso di far eseguire a ciascun
paziente una RMN dell’encefalo e del midollo ogni 6 mesi; in caso di ricaduta
i pazienti vengono sottoposti ad ulteriori esami di RMN.

I campioni di sangue vengono raccolti in provette contenenti eparina. CRNA
totale ¢ stato isolato semiautomaticamente con 1’uso dell’ABI PRISM 6100
nucleic Acid PrepStation, il quale possiede sia un sistema di vuoto integrato
che esegue automaticamente tutte le operazioni a vuoto, sia un reagente/kit
RNA monouso (Applied Biosystems, Applera Italia, Monza, Italia). CRNA
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totale viene convertito in cDNA utilizzando un kit di archiviazione del cDNA
ad alta capacita (Applied Biosystems) e il cDNA risultante viene amplificato
mediante PCR Real Time (TagMan® low-density arrays o TLDAs, Applied
Biosystems 7900HT real-time PCR system), che consente di valutare
simultaneamente 1’espressione di piu cluster genici precedentemente stabiliti.
Nel nostro studio sono stati quantificati i livelli di mRNA di 22 molecole
immunologiche (IFNy, TGFfB, TNFa, IL1b, IL2, IL6, IL10, IL12p35, IL17A,
IL17F, 1L22, 1123, 1L26, IL27, CCL11, CCL20, CXCL10, CCR4, CCR®6,
T-bet, FoxP3, RORC).

Le analisi statistiche sono effettuate utilizzando il programma SPSS 14.0
(SPSS, Chicago, IL). Per testare la significativita statistica delle differenze
si utilizzano il test del ¢? o il test di Fisher in caso di variabili dicotomiche,
oppure test parametrici o non-parametrici in caso di variabili continue,
secondo la distribuzione delle variabili; valori di p < 0.05 sono considerati
statisticamente significativi. [ dati dello studio longitudinale vengono valutati
con I’analisi della varianza ad una coda per misure ripetute (one-way RM
ANOVA). La correzione di Bonferroni per misure ripetute sara utilizzata
quando necessario.

Risultati

Sono stati analizzati i campioni di sangue di 17 pazienti al baseline e
al mese 6, mentre al mese 12 soltanto di 15 pazienti, in quanto i due della
Repubblica Ceca non hanno ancora raggiunto 1’anno di follow-up. A causa di
alcuni ritardi nel far pervenire i prelievi ematici e della cattiva conservazione
di una parte di questi, non ¢ stato possibile utilizzare tutti i campioni inviati.
Infatti al baseline e al mese 6 sono stati analizzati 13 prelievi su 17 e al mese
12 solo 7 su 15.

Delle 22 molecole immunologiche sopra citate, i risultati significativi finora
ottenuti riguardano i livelli di IL27, IL23, IL10, TGEP, T-bet e FoxP3.

Mediante PCR Real Time ¢ stato possibile quantificare nei campioni di
sangue intero i trascritti di RNA di IL27, IL10, TGF[3 e FoxP3 al baseline, al
mese 6 e al mese 12. I livelli di queste molecole aumentano progressivamente
al mese 6 e al mese 12 rispetto al baseline.

Nella Tabella IV sono riportati i valori massimo, minimo ¢ la media in Unita
arbitrarie (UA) con deviazione standard dei livelli di IL27, IL10, TGFJ, FoxP3,
IL23 e T-bet ricavati nei 3 diversi periodi. Il livello di trascritto di RNA di
IL27, IL10, TGFp e FoxP3 aumenta in modo statisticamente significativo dal
baseline al mese 6 (p < 0.05) e dal baseline al mese 12 (p < 0.05) (Figura 3).
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Tempo V.alf)re Valqre Media + d.s. p-value
minimo | massimo

Mese 0 (13 campioni) 100.43 127.18 115.21 £9.04

1027 Mese 6 (13 campioni) 0.00 737.37 474.64 £ 186.91 <0.05

Mese 12 (7 campioni) 873.78 1756.64 1175.63 £286.69 | <0.05

Mese 0 (13 campioni) 41.32 51.75 47.62 £4.42

1L10 Mese 6 (12 campioni) 0.00 333.77 169.98 £ 99.26 <0.05

Mese 12 (7 campioni) 154.77 624.74 479.18 £158.58 <0.05

Mese 0 (13 campioni) 26.20 66.59 46.16 £ 14.97

TGFP | Mese 6 (13 campioni) 171.19 430.33 299.73 + 74.54 <0.05

Mese 12 (7 campioni) 674.17 1218.00 885.22 £194.31 <0.05

Mese 0 (13 campioni) 8.48 19.64 12.77 +4.57

FoxP3 | Mese 6 (13 campioni) 40.15 85.54 58.65+13.67 <0.05

Mese 12 (7 campioni) 123.30 627.00 209.47 + 184.36 0.03

Mese 0 (13 campioni) 311.14 44527 377.38 £ 52.63

1L23 Mese 6 (13 campioni) 0.00 170.00 108.94 + 51.30 <0.05

Mese 12 (7 campioni) 57.64 95.12 76.77 £14.27 <0.05

Mese 0 (13 campioni) 574.34 939.78 763.98 + 135.07

T-bet Mese 6 (13 campioni) 74.34 179.40 104.83 +£27.32 <0.05

Mese 12 (7 campioni) 28.02 45.51 37.03 +5.89 <0.05

Tabella IV, Valori massimo, minimo, media in unita arbitrarie (UA) con deviazione standard e
p-value dei livelli di IL27, IL10, TGFB, FoxP3, IL23 e T-bet ricavati nei 3 diversi periodi.

11 livello di trascritto di RNA dell’IL-23 e del T-bet diminuisce invece in
maniera statisticamente significativa dal baseline al mese 6 (p < 0.05) e dal
baseline al mese 12 (p < 0.05) (Figura 4).

I 15 pazienti che hanno raggiunto 1’anno di follow-up non hanno sviluppato,
durante questo periodo, ricadute di malattia né cliniche, né radiologiche.
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Figura 3. Livelli di IL27, IL10, TGFP e FoxP3 espressi in Unita arbitrarie (UA) misurati al
mese 0, al mese 6 e al mese 12. Si osserva un aumento di IL27, IL10, TGFB e FoxP3 dal mese
0 al mese 6 (con p < 0.05) e dal mese 0 al mese 12 (con p < 0.05).
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Figura 4. Livelli di IL23 e T-bet espressi in Unita arbitrarie (UA) misurati al mese 0, al mese 6
e al mese 12. Si osserva una riduzione di IL23 e T-bet dal mese 0 al mese 6 (con p < 0.05) e dal
mese 0 al mese 12 (con p < 0.05).
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Al fine di valutare I’eventuale progressione della disabilita, i punteggi
EDSS dei nostri pazienti riferiti ai mesi 6 e 12 sono stati confrontati con
quelli del baseline, riscontrando una differenza minima e non statisticamente
significativa. Questo sta ad indicare una complessiva stabilita del quadro
clinico neurologico.

Discussione

I dati raccolti dopo un anno di follow-up e prima della somministrazione
della seconda dose di alemtuzumab, dimostrano che in seguito al trattamento
immunosoppressivo, la ricostituzione del sistema immunitario privilegia la
differenziazione delle cellule Treg e riduce notevolmente quella dei linfociti
T effettori, soprattutto dei Th17. Infatti, dopo 6 e 12 mesi di follow-up, si
riscontra nel sangue dei pazienti trattati un incremento delle molecole
immunologiche associate ai Treg (TGFf, IL10, FoxP3), confermando il dato
esistente in letteratura? dell’aumentata espressione dei Treg, successiva alla
terapia con il Campath.

LadifferenziazionedeilinfocitiT CD4+naiveinTreg (CD4+CD2 5" FoxP3+)
avviene grazie alla presenza di molecole immunoregolatrici, quali il TGFf
I’'IL10 e il FoxP3, con I’aiuto di altri fattori (ad esempio ’acido retinoico e
I’IL2).

Infatti a livello basale o in assenza di insulti infiammatori, il TGF prodotto
dal sistema immunitario ha la capacita di sopprimere la generazione di cellule
T effettrici e di indurre i Treg, contribuendo al mantenimento dell’omeostasi.
Al contrario, se sono presenti infezione o infiammazione, 1’IL6, prodotta dal
sistema immune innato, ¢ in grado di sopprimere la formazione dei Treg e di
scatenare una risposta proinfiammatoria principalmente mediata dai Th17.

I linfociti Treg migrano nei tessuti infiammati e inibiscono i Th effettori
liberando TGFP e IL10, due citochine soppressorie, entrambe aumentate nella
nostra analisi. Questi linfociti esprimono il FoxP3, un fattore di trascrizione
critico per il loro sviluppo e la loro funzione; pertanto elevati livelli di FoxP3,
come quelli riscontrati, sono indicativi di elevati livelli di Treg circolanti.

11 ridotto sviluppo di cellule T effettrici (soprattutto Th17 e Thl) dopo
trattamento con alemtuzumab, nel nostro studio viene dimostrato con un
duplice risultato, da un lato I’aumento dell’IL.27, dall’altro la diminuzione dei
livelli di espressione dell’IL23 e del fattore di trascrizione T-bet.

L’IL27, oltre a favorire 1’espressione di T-bet e la successiva formazione
dei Thl, ¢ principalmente un regolatore negativo dei Th17. Essa inibisce la
loro differenziazione, non tanto favorendo quella dei Thl, ma interferendo
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con I’espressione di RORC, uno dei fattori di trascrizione chiave per la
generazione dei Th17. E importante sottolineare che anche I’interazione
diretta tra FoxP3 e RORC inibisce la differenziazione dei Th17, mentre, in
vivo, I’IL27 puo ridurre la risposta dei Th17 inducendo la proliferazione di
cellule T producenti TL100213,

LIL23 ¢ una citochina cruciale per lo sviluppo dell’infiammazione
autoimmunitaria nel sistema nervoso centrale, in quanto fattore indispensabile
per la completa differenziazione e per la funzione effettrice dei Th17. Essa
stabilizza questi linfociti, senza pero partecipare direttamente all’induzione
dei T naive in Th17; una sua riduzione non preclude la capacita dei Th17 di
produrre elevate concentrazioni di IL-17, ma non consente loro di diventare
cellule patogenetiche complete.

Il T-bet ¢ un fattore di trascrizione associato ai linfociti Thl, cellule
aventi un ruolo nel danno tissutale grazie alla secrezione di IFNY. I T-bet,
la cui espressione puo essere indotta dall’[FNy rilasciato dai Thl maturi,
favorisce la differenziazione dei Thl via STAT4, perché aumenta il numero
di recettori dell’IL12 sulla superficie linfocitaria. Inoltre il T-bet inibisce il
differenziamento dei Th2 sopprimendo il fattore di trascrizione GATA3.

Associando questi risultati piu strettamente molecolari con quelli
relativi al decorso clinico della malattia, si osserva come essi siano in
pieno accordo tra loro. I pazienti analizzati, visitati con scadenza regolare
e valutati clinicamente tramite EDSS, non hanno manifestato, nel periodo
compreso tra la prima e la seconda somministrazione di alemtuzumab,
recidive cliniche e/o radiologiche, né progressione di malattia. A conferma
di cio vi sono i dati immunologici che rivelano sia un aumento dei livelli
circolanti di Treg, sia una diminuita espressione dei linfociti T effettori,
soprattutto dei Th17, i principali responsabili delle ricadute di malattia
nella sclerosi multipla®®,

In questo primo anno di studio non ¢ stata segnalata dai centri partecipanti la
comparsa di casi di gravi complicanze autoimmuni secondarie al trattamento
con Campath, quali quelle a carico della tiroide o la porpora trombocitopenica
immune.

I dati analizzati finora si riferiscono solo al primo anno di follow-up e,
a causa della cattiva conservazione di alcuni prelievi, non ¢ stato possibile
ottenere riscontri significativi anche su altre molecole immunologiche, ma
1 risultati ricavati non solo concordano tra di loro, ma anche con quelli gia
presenti in letteratura”'>!9, Nel proseguire tali analisi immunologiche sarebbe
anche interessante valutare la percentuale delle diverse sottopopolazioni
linfocitarie T (Th17, Thl, Treg) e le loro risposte funzionali, per comprendere
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le modalita e i tempi di ricostituzione del sistema immunitario dopo
alemtuzumab nella sclerosi multipla.

Conclusioni

La terapia con alemtuzumab in pazienti affetti da SMRR induce una
profonda deplezione linfocitaria, seguita da una graduale ricostituzione del
pool di linfociti.

Lo studio dimostra, a 6 e a 12 mesi di follow-up, un aumento delle molecole
immunologiche Treg correlate ed una riduzione di quelle associate ai linfociti
T effettori. Tali dati potrebbero giustificare la diminuita progressione del
danno infiammatorio tipico della malattia e quindi la mancata comparsa di
ricadute cliniche e/o radiologiche.

Questi importanti risultati ci spingono a interrogarci su quali siano le
dinamiche alla base della ricostruzione del sistema immunitario dopo
Campath e di conseguenza sul modo in cui esse influenzano il decorso della
patologia.

Soltanto proseguendo le analisi immunologiche e indirizzandole sul tipo
di differenziazione linfocitaria sara possibile capire se, dopo trattamento con
alemtuzumab, le cellule T autoreattive possono essere escluse dal rinnovato
pool di linfociti, rallentando cosi D’attivita di malattia e 1’esordio della
disabilita nella sclerosi multipla.
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Riassunto

Nella storia naturale della malattia di Crohn 1’80% dei pazienti richiede
I’intervento chirurgico, ma la chirurgia non ¢ curativa ed essa recidiva in molti
pazienti. Tra i 361 pazienti operati tra il dicembre del 93 e il marzo del 2009
per malattia di Crohn nel reparto di chirurgia generale del professor Fronda
dell’ospedale Molinette 196 presentavano le seguenti caratteristiche: malattia
di Crohn a localizzazione ileale o ileo-colica; resezione che comprendeva
I’ileo con conseguente anastomosi ileo-ileale o ileo-colica. Essi sono stati
sottoposti a un follow-up minimo di 2 anni e un’ecografia intestinale nell’arco
dei 6 - 24 mesi successivi alla resezione.
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Il parametro primario su cui ¢ stata studiata la capacita di predire la recidiva
chirurgica ¢ lo spessore di parete in sede dell’anastomosi comprendente il
tenue.

Lo spessore normale della parete di questo tratto di intestino ¢ di 3 mm e
abbiamo quindi studiato come cambia il rischio relativo di recidiva chirurgica
per spessori di parete superiori a 3 mm.

Tra tutti i pazienti il tasso di recidiva chirurgica ¢ risultato essere del 20%
ad una distanza media dall’operazione di 6 anni ¢ 6 mesi.

I pazienti che hanno, ad 1 anno dalla resezione chirurgica, uno spessore di
parete intestinale a livello della anastomosi > 3 mm hanno un rischio relativo
di recidiva chirurgica = 2.1 (I.C. 95% = 1.12 - 3.74) rispetto a chi ha uno
spessore uguale a 3 mm.

Lincidenza di futura recidiva chirurgica in chi ha spessore ecografico
uguale a 3 mm ¢ del 13%, >3 mm ¢ del 28%, >4 mm ¢ del 29.1%, > 5 mm ¢
del 34%, > 6 mm ¢ del 40%.

Proponiamo di aggiungere la positivita all’esame ecografico effettuato
1 anno dopo I’intervento chirurgico (spessore di parete intestinale a livello
dell’anastomosi > 3 mm) ai fattori predittivi di precoce recidiva dopo
resezione ileo-colica gia presenti in letteratura.

Abstract

In Crohn’s disease natural history about 80% of patients require surgery, which is not
curative: unfortunately, the disease recurs in many patients. Among the 361 patients
operated between December ‘93 and March of 2009 for Crohn’s disease in the
department of General Surgery of prof. Fronda, Molinette hospital, 196 presented the
following characteristics: ileal or ileocolonic Crohn’s disease; resection with ileo-ileal
or ileo-colic anastomosis; a minimum follow-up of 2 years and a bowel ultrasound
performed during 6 to 24 months after resection. The primary parameter studied for
the ability to predict surgical recurrence is the wall thickness at the anastomosis.
The normal thickness of the wall of this part of intestine is 3 mm and we therefore
investigated how change the relative risk of surgical recurrence for wall thickness
greater than 3 mm. Among all patients, the surgical recurrence rate was found to be
20% at a mean time from the operation of 6 years and 6 months.

Patients who have at 1 year from surgical resection a thickness of the intestinal wall
>3 mm have a relative risk of surgical recurrence = 2.1 (95% CI = 1.12 - 3.74) higher
than those with a thickness equal to 3 mm. The incidence of future surgical recurrence
in those who have thickness equal to 3 mm is 13%, > 3 mm is 28%, >4 mm is 29.1%,
> 5 mm is 34%, > 6 mm is 40%. We propose to add the bowel wall thickness > 3 mm
at ultrasound performed 1 year after surgery to the predictors of early recurrence after
resection already present in the literature.
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Introduzione

Nella storia naturale della malattia di Crohn circa 1’80% dei pazienti
richiede I’intervento chirurgico®,

La chirurgia purtroppo non ¢ curativa e la malattia recidiva in molti
pazienti. La recidiva chirurgica (necessita di un nuovo intervento) si verifica
nel 15-45% dei pazienti a 3 anni, 26-65% a 10 anni e 33-82% a 15 anni®.

I fattori predittivi di una precoce recidiva dopo una resezione ileo-
colica sono": il fumo®, una precedente chirurgia sull’intestino (compresa
I’appendicectomia)®, presenza di fistole®, localizzazione perianale”,
resezione estesa del piccolo intestino, assenza di trattamento profilattico
post-operatorio®19,

La malattia di Crohn ¢ un disordine eterogeneo causato da una complessa
interazione di microbi, ambiente, sistema immunitario e genetica. Sembra
probabile che gli stessi fattori che sono alla base della patogenesi della
malattia di Crohn ai suoi primi stadi contribuiscano anche alla recidiva della
malattia dopo la resezione intestinale. In piu, I’alto tasso di recidiva porta a
pensare, ancora di piu, che la storia naturale della malattia di Crohn in realta
non cambi dopo la resezione chirurgica.

Nonostante la progressiva diffusione dell’ecografia quale metodica per
lo studio degli organi addominali, il suo utilizzo per la valutazione del tubo
digerente ¢ stato per molti anni considerato poco idoneo, a causa di fattori
limitanti quali la presenza di gas endoluminale e I’incostanza dei reperti
morfologici.

Lo spessore medio fisiologico della parete del tratto gastrointestinale varia
dai 5 mm dello stomaco ai 3 mm del piccolo intestino e del colonV.

Lesame ecografico dell’intestino viene eseguito preferibilmente con
sonda convex da 3.5 MHz e/o lineare da 5 MHz, iniziando abitualmente
I’esplorazione a livello della fossa iliaca sinistra, ove ¢ sempre identificabile il
sigma a ridosso della parete addominale; quindi si percorre in via retrograda
tutta la cornice del colon fino al cieco; si esamina poi la matassa intestinale,
avvalendosi del criterio topografico per distinguere le anse digiunali e ileali.

In una recente metanalisi'? ¢ risultato che, quando uno spessore > 3 mm
della parete intestinale ¢ usato come cut-off di malattia la sensibilita e la
specificita dell’ecografia intestinale nel diagnosticare la malattia di Crohn
sono rispettivamente dell’88% e del 93%.

Lecografia intestinale, effettuata 6 mesi o 12 mesi dopo I’intervento
chirurgico ¢ paragonabile per sensibilita, specificita, valore predittivo positivo
e valore predittivo negativo all’ileocolonscopia nel diagnosticare la recidiva
post-chirurgica.
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Fermo restando 1’estremo interesse che suscita il poter predire 1’aggressivita
futura della malattia, per di piu in pazienti gia andati incontro a interventi
chirurgici per la malattia di Crohn, abbiamo voluto studiare se il risultato
dell’ecografia intestinale effettuata 1 anno dopo la resezione sia in grado di
predire questo andamento, espresso come rischio relativo di recidiva clinica e
di recidiva chirurgica tra coloro che hanno uno spessore di parete intestinale
man mano crescente.

Questo si rivelerebbe particolarmente interessante, data la non invasivita
dell’esame ecografico (e di conseguenza 1’elevato tasso di gradimento dei
pazienti), sia perché aggiungerebbe un ulteriore fattore predittivo di precoce
recidiva dopo resezione ileo-colica oltre a quelli sopra citati, sia perché
potrebbe permettere una definizione terapeutica piu appropriata.

Finora gli studi riguardo 1’utilizzo dell’ecografia intestinale nella malattia di
Crohn sono stati effettuati per studiarne la validita nella diagnosi di malattia,
delle complicanze addominali, come fattore predittivo di intervento chirurgico
in pazienti mai operati'?, nell’individuazione della recidiva post-chirurgica?,
mentre un solo studio ¢ stato effettuato per valutare la sua capacita di predire
la recidiva post-chirurgica, ma in pazienti precedentemente sottoposti a un
intervento conservativo (stricturoplastica)!®.

Questo ci ha spinto a effettuare uno studio, con ampia casistica ¢ lungo
follow-up, per valutare I’utilita dell’ecografia intestinale nel predire
un’eventuale futura recidiva clinica o chirurgica in pazienti resecati con
I’intervento piu frequentemente eseguito (resezione dell’ileo terminale con
0 senza emicolectomia destra e anastomosi ileo neoterminale - colon) in
pazienti affetti dalla localizzazione piu frequente della malattia di Crohn (ileo
o ileo - colon).

Materiali e metodi

Sono stati selezionati 196 pazienti che rispettavano i seguenti criteri di
inclusione: malattia di Crohn dell’ileo o ileo - colon, resezione interessante
I’ileo o ileo + colon con anastomosi ileo - colica, essere stati seguiti per un
follow-up minimo di 2 anni, aver eseguito un’ecografia intestinale nell’arco
dei 6 - 24 mesi seguenti la resezione.

Il parametro primario su cui ¢ stata studiata la capacita di predire la
recidiva clinica e chirurgica ¢ lo spessore di parete in sede dell’anastomosi
comprendente il tenue.

Lo spessore normale della parete di questo tratto di intestino ¢ di 3 mmU"
e abbiamo quindi studiato come cambia il rischio relativo (RR) di recidiva
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clinica e di recidiva chirurgica, il tempo che intercorre prima della eventuale
recidiva per spessori di parete superiori a 3 mm all’ecografia intestinale
effettuata 1 anno dopo 1’operazione. Abbiamo calcolato anche il valore
predittivo positivo (VPP) dell’ecografia intestinale nel predire la liberta da
recidiva chirurgica e clinica, con i relativi valori di sensibilita e specificita a
seconda della soglia di spessore di parete scelta.

Gli altri parametri dell’ecografia intestinale che abbiamo analizzato
sono: la presenza di segnali vascolari positivi al power doppler, di contrast
enhancement, di stenosi del lume, di aspetto pluristratificato della parete
intestinale.

La recidiva clinica ¢ stata definita come la necessita di iniziare una terapia
steroidea a dosaggio pieno o di introdurre farmaci immunosoppressori o anti-

Maschi/Femmine 115/81
Eta media, anni (range) 42 (16 - 82)
Durata della malattia di Crohn, anni (range) 8(0-54)

Fumatori, n (%)

Si 86 (43.9)
No 110 (56.1)
Precedente intervento chirurgico, n (%)

Mai 139 (70.9)
1 41 (20.9)
2 14 (7.1)
>2 2(1.0)
Ileo resecato (cm)

<50 140 (71.4%)
>=50 56 (28.6%)
Indicazioni alla chirurgia, n (%)

Stenosi 103 (52.6)
Fistole 54 (27.6)
Non risposta alla terapia medica 34 (17.3)
Perforazione 5(2.6)

Tabella 1. Caratteristiche della popolazione dello studio [n = 196 pazienti con malattia di
Crohn].
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TNF a causa della riacutizzazione dei sintomi o per riscontro di recidiva al
clisma del tenue, alla colonscopia, alla TC o all’entero-RM.

Lanalisi statistica ¢ stata effettuata calcolando 1’intervallo di confidenza al
95% di tutti i rischi relativi e valutandone la significativita statistica.

Risultati

Le caratteristiche della popolazione del nostro studio sono riportate nella
tabella 1.

11 follow-up medio ¢ stato di 9 anni e 6 mesi (range: 2 anni e 1 mese - 17
anni e 1 mese).

11 tasso di recidiva chirurgica ¢ risultato essere del 20.4%, ad una distanza
media dal precedente intervento chirurgico di 6 anni e 6 mesi (range: 1 anno
e 8 mesi - 14 anni e 7 mesi).

Il tasso di recidiva clinica ¢ risultato essere del 40.6%, ad una distanza
media dalla resezione chirurgica di 4 anni e 5 mesi (range: 3 mesi - 13 anni e
5 mesi).

Il tasso di recidiva chirurgica e di prima recidiva clinica ¢ visibile in
Figura 1.

I pazienti che hanno, a 1 anno dalla resezione chirurgica, uno spessore di
parete intestinale a livello della anastomosi > 3 mm hanno un RR di recidiva

Frequenza recidiva

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00% 70,00% 80,00% 90,00%100,00%

Recidiva chiurgica

Recidiva clinica

Figura 1. Tasso di recidiva chirurgica e di recidiva clinica.
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chirurgica=2.1 (I.C. 95% = 1.12 + 3.74) rispetto a chi ha uno spessore uguale
a3 mm.

Al salire del valore di spessore di parete sale 1’incidenza assoluta di
reintervento: 13% tra quelli con spessore fisiologico (3 mm), 28% tra quelli
con spessore > 3 mm, 29.1% tra quelli con spessore > 4 mm, 34% tra quelli
con spessore > 5 mm, 40% tra quelli con spessore > 6 mm (Figura 2).

Frequenza di recidiva chirurgica

Tutti i pazienti

3[mm]

>3[mm]

>4[mm]

>5[mm]

>6[mm] 40%

Figura 2. Frequenza di recidiva chirurgica.

I pazienti con spessore ecografico di parete intestinale ad 1 anno dalla
resezione uguale a 3 mm non verranno rioperati a distanza di 9 anni e 6
mesi con un VPP dell’87%, una sensibilita del 55% e una specificita del
67.5%.

I pazienti che hanno, ad 1 anno dalla resezione chirurgica, uno spessore di
parete intestinale a livello della anastomosi > 3 mm hanno un RR di prima
recidiva clinica = 1.8 (I1.C.95% = 1.25 + 2.57) rispetto a chi ha uno spessore
uguale a 3 mm.

Lincidenza di futura prima recidiva clinica di chi ha spessore uguale a 3
mm ¢ del 29%, > 3 mm ¢ del 52.6%, > 4 mm ¢ del 57%, > 5 mm ¢ del 64%,
> 6 mm ¢ del 65.7% (Figura 3).
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Frequenza di prima recidiva clinica

Tutti i pazienti
3[mm]

>3[mm]

>4[mm] 7,00%

>5[mm]

>6[mm] 66%

Figura 3. Frequenza di recidiva clinica.

Tra gli 8 pazienti con segnali vascolari positivi al power Doppler all’ecografia
intestinale effettuata ad 1 anno dalla resezione, 1’incidenza di recidiva
chirurgica ¢ risultata essere del 37.5%. Lunico paziente che ha mostrato
contrast enhancement positivo all’ecografia intestinale effettuata ad 1 anno
dalla resezione ¢ andato incontro a recidiva chirurgica. Tra i 18 pazienti in cui
¢ stata segnalata una stenosi del lume di varia entita all’ecografia intestinale
effettuata ad 1 anno dalla resezione, 1’incidenza di recidiva chirurgica ¢

Frequenza di recidiva chirurgica

9 20%
Tutti i pazienti Segnali vascolari + Contrast Stenosidellume  Aspetto di parete
(TOT 196) al power doppler enhancement +  pillo meno serrata  pluristratificato
(TOT 8) (TOT 1) (TOT 18) all'anastomosi (59)

Figura 4. Recidiva chirurgica tra chi ha power Doppler +, contrast enhancement +, stenosi del
lume, aspetto di parete pluristratificato.
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risultata essere del 39%. Tra i 59 pazienti in cui ¢ esplicitamente segnalato
un aspetto pluristratificato della parete intestinale in sede di anastomosi
all’ecografia intestinale effettuata ad 1 anno dalla resezione, I’incidenza di
recidiva chirurgica ¢ risultata essere del 20.3% (Figura 4).

Conclusioni

Possiamo quindi concludere che avere uno spessore di parete intestinale
a livello dell’anastomosi > 3 mm all’ecografia intestinale effettuata 1 anno
dopo I’intervento si aggiunge ai fattori predittivi di una precoce recidiva dopo
resezione ileo-colica gia presenti in letteratura.

Inoltre, in funzione del dato ecografico, appare giustificato ipotizzare
una terapia e un follow-up personalizzato per i pazienti: I’incremento dello
spessore di parete, con in piu magari anche la presenza di segnali vascolari
positivi al power Doppler e/o di contrast enhancement positivo potrebbe
quindi determinare 1’utilizzo di terapie farmacologiche piu aggressive (steroidi
topici o sistemici, immunosoppressori, farmaci biologici) con 1’obiettivo di
spegnere il processo inflammatorio. Il miglior controllo terapeutico potrebbe
rappresentare un elemento a favore della modificazione dell’andamento di
malattia e allungare I’intervallo libero da recidiva medica e chirurgica.

Sull’altro versante, la terapia profilattica nei pazienti che all’ecografia
intestinale effettuata 1 anno dopo la resezione hanno uno spessore di parete
fisiologico (3[mm]) potrebbe trovare meno indicazione data la tendenza della
storia della loro malattia a essere meno aggressiva.
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