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Pericolo, rischio e rapporto rischio-bene-
ficio, una tematica affascinante che rias-
sume alcuni dei principi cardine della Tos-
sicologia, ma che in fondo domina gran
parte della nostra vita e delle scelte che ci
troviamo a compiere, dalle piu banali alle
piu importanti. Cosa siamo disposti a ri-
schiare per raggiungere il nostro obiettivo?
A cosa siamo disposti a rinunciare pur di
non rischiare di perdere cid che abbiamo?
Le azioni che conseguono a queste valuta-
zioni non sempre sono quelle che appari-
rebbero piu opportune ad un occhio ester-
no. La complessita dell’essere umano, del
suo pensiero e del suo sentire non trova
abbastanza spazio sopra i due piatti della
bilancia.

Ma quando gli oggetti dell’analisi sono la
salute e la sicurezza, proprio quando il peso
della valutazione rischia di essere spostato
da timori e allarmismi sull’onda del sen-
sazionalismo o del’lemergenza, &€ neces-
sario che questi termini siano declinati e
interpretati con un imprescindibile rigore
scientifico. Spesso tuttavia quelli proposti
e maggiormente pubblicizzati sono pareri
e commenti di soggetti non idonei o pre-
parati ad esprimerli. La recente pandemia
Covid e le misure terapeutiche necessarie
al suo contrasto ne sono un esempio.

“Opinioni appunto, e niente altro, valuta-
zioni del rapporto rischio-beneficio fai da
te che prescindono da quanto stabilito da
agenzie regolatorie nazionali ed interna-

Il rischio e il beneficio

Sarah Vecchio

zionali. Confondendo il concetto di peri-
colo con quello del rischio. Dimenticando
I'importanza dell’esposizione. E giungendo
a conclusioni aberranti e destituite di ogni
fondamento scientifico” (Corrado Galli,
Past President SITOX).

Questo numero del Giornale Italiano di Tos-
sicologia riprende il concetto del rapporto
rischio-beneficio che & stato al centro del
21° Congresso Nazionale SITOX, con con-
tributi che analizzano e approfondiscono
la tematica dalle prospettive piu diverse
applicandola a settori che spaziano dall’in-
telligenza artificiale, grazie al contributo di
Ilvana Bartoletti, esperta di privacy, etica
e governance nel campo dell’lntelligenza
Artificiale e delle nuove tecnologie e rico-
nosciuta nel 2019 “Woman of the Year” ai
Cyber Security Awards a Londra, alla sicu-
rezza alimentare, al campo delle sostanze
d’abuso e dell’'addiction.
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Intelligenza artificiale:

un uso responsabile ed etico

Ivana Bartoletti

Wipro Technologies e Privacy & Cybersecurity Fellow, Virginia Tech University

Il dibattito sull’Al Act e finalmente entrato
nel vivo. E un dibattito importante per tutta
la societa, in particolare in ambito medico,
dove sono emersi i benefici e le promesse
piu interessanti rispetto ai progressi dell’in-
telligenza artificiale (IA).

Non c’e dubbio che I'lA in ambito medico
offra opportunita notevoli, inclusa la capa-
cita di diagnosticare potenzialmente una
malattia in uno stadio molto piu precoce.
Si pensi alla possibilita di esaminare una
quantita enorme di immagini per scoprire
deviazioni o dettagli altrimenti invisibili
allocchio umano; oppure di sviluppare
nuove medicine, o politiche innovative di
sanita pubblica, grazie a un supporto pre-
dittivo basato su dati storici e territoriali,
dunque in grado di supportare una alloca-
zione delle risorse piu efficiente.

Tuttavia, non & questa la sede per valutare
i benefici dell’lA nel campo tossicologico,
dove la ricerca avanza rapidamente. Lo-
biettivo di questo contributo & presentare
una disamina dei rischi connessi all’'uso
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acritico dell’Intelligenza Artificiale e dei
Big Data, cosi da cogliere i benefici senza
incorrere in pericoli.

La non neutralita del dato

Il dibattito sugli elementi etici legati all’in-
telligenza artificiale procede in maniera
confusa, come € normale che sia nel caso
di tecnologie che, a mano a mano, escono
dall’lambito della teoria ed entrano nel
mondo reale e dalle conseguenze tangibili.

E successo qualche anno fa nel Regno
Unito, con gli esami per gli A-level, che a
causa della pandemia vennero cancellati:
i voti finali furono quindi surrogati da un
algoritmo che poi si scopri discriminare
gli studenti delle scuole statali. Piu recen-
temente, € stato scoperto che l'algoritmo
usato da Deliveroo per assegnare i turni di
lavoro discriminava a sfavore di chi parte-
cipa ad attivita sindacali.

E ancora piu recentemente, in un caso che
e diventato un monito per I’Europa intera,
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una indagine a posteriori ha rilevato che
I'lalgoritmo Syri, usato in Olanda per asse-
gnare sussidi sociali, ha discriminato i cit-
tadini con doppia nazionalita: ben 20.000
famiglie sono state erroneamente private
del supporto sociale, con conseguenze di-
sastrose, specie sui piu piccoli.

Da una parte siamo bombardati da mes-
saggi che celebrano la potenza sovrumana
dei dati - spesso definiti come “petrolio” -
la cui analisi produrrebbe risultati obiettivi
e quindi dovrebbe sostituirsi alla politica,
alle decisioni di sanita o finanza.

D’altro canto, le applicazioni pratiche ci
pongono davanti ad una realta assai di-
versa: i dati ingeriti acriticamente da un
algoritmo, lungi dall’essere obiettivi, ri-
schiano semplicemente di automatizzare
e ottimizzare le disuguaglianze attuali, che
ovviamente sono riflesse nei dati stessi.

Le origini del bias

La manipolazione dei dati tramite algoritmi
€ oramai realta quotidiana, ad esempio per
il credito, 'advertisement personalizzato,
I’'accesso ai servizi e i sistemi predittivi. La
societa algoritmica &€ un modello in cui gli
algoritmi hanno una funzione editoriale
(curando la panoramica di notizie a cui
abbiamo accesso), una funzione creativa
(creando, nel caso degli algoritmi predit-
tivi, i nessi tra passato, presente e futuro)
e una funzione di ingresso (regolando l'ac-
cesso a servizi ed opportunita).

Questi ruoli sono costruiti sul processo di
“datificazione” della nostra societa, inteso
nel senso di trasporre in dati calcolabili
tutti i fenomeni che ci circondano, per poi
estrarre conclusioni, correlazioni e, talora,
causalita.

Potendo gia osservare i grandi benefici del
progresso tecnologico abilitato dall’'lA, sia-
mo d’altronde anche in grado di percepire,
e ancor meglio analizzare, i rischi che lo
accompagnano.

Dal concedere un credito maggiore all’'uo-

mo rispetto che alla donna nella stessa
coppia, alla predizione di risultati scola-
stici migliori per studenti di scuole priva-
te rispetto a studenti di scuole statali, la
softwarizzazione della discriminazione
avviene in maniera oscura e schiva, com-
portando un rischio rappresentazionale.

| dati utilizzati per il training degli algoritmi,
per niente neutri, rappresentano la realta e
solidificano le disuguaglianze esistenti. Un
algoritmo, privo di un’adeguata riflessione
sulla fairness e delle appropriate azioni
correttive, finira necessariamente per es-
sere biased.

Nel 2019, uno studio rilevd pregiudizi raz-
ziali, con molto clamore, in un algoritmo
clinico utilizzato da molti ospedali per al-
locare le cure ai pazienti: la soglia di ma-
lessere necessaria per I'erogazione di una
stessa cura era piu alta per i pazienti neri
rispetto a quelli bianchi.

Fin qui

Come & potuto accadere? Lalgoritmo era
stato addestrato usando i dati sulla spesa
sanitaria passata; le disparita tra pazienti
neri e pazienti bianchi in termini di reddito
e di ricchezza di lunga data, presenti ov-
viamente nei dati storici, hanno cosi potuto
condizionare anche le scelte future.
Sebbene il pregiudizio di questo algoritmo
sia stato fortunatamente rilevato e poi cor-
retto, questo incidente solleva un dubbio
importante: quanti altri strumenti clinici e
medici sono affetti da simili discriminazioni?
Uno studio recente ha mostrato che uno
strumento di intelligenza artificiale adde-
strato suimmagini mediche, come i raggi X
e le scansioni TC, aveva inaspettatamente
imparato a distinguere la razza dichiarata
dai pazienti, nonostante fosse stato adde-
strato solo allo scopo di aiutare i medici a
diagnosticare le immagini dei pazienti.

La capacita di questa tecnologia di ricono-
scere la razza dei pazienti, anche quando il
medico non € in grado di farlo, pud quindi
causare abusi e discriminazioni che sono
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particolarmente difficili da rilevare e cor-
reggere.

Un uso consapevole e responsabile

Specialmente in campo medico, € quindi
necessario un uso consapevole e respons-
abile della IA.

Nessuno dubita che queste tecnologie
possano essere notevolmente importanti
e di grande sostegno agli operatori medici
e sanitari, a patto di rispettare la legge (la
normativa della privacy, con il suo accento
sulla trasparenza, la centralita dell’utente,
i suoi diritti informativi, cioe la piena co-
noscenza di quanto accade alle sue infor-
mazioni), ma anche inquadrandosi in una
cornice etica e di rispetto dei diritti umani.
La normativa europea, attualmentein corso
di elaborazione, richiedera che certe appli-
cazioni di IA ad alto rischio siano conformi
ad una serie di criteri enumerati nella leg-
ge. Probabilmente I’'aspetto normativo non
sara sufficiente per costruire la A in modo
responsabile; non c’e dubbio che proprio
su questo terreno dobbiamo crescere, e in
fretta, in un contesto globale competitivo.
Spetta a tutti fare in modo che quella cre-
scita non sacrifichi i diritti fondamentali di
persone, pazienti e cittadini.

4|
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Analisi del rischio

nella valutazione tossicologica

Corrado L. Galli, Marina Marinovich
Sezione di Tossicologia e Valutazione del Rischio,

Dipartimento di Scienze Farmacologiche e Biomolecolari “Rodolfo Paoletti” (DiSFeB),

Introduzione

L’analisi del rischio € un processo comples-
so che include tre fasi cruciali: valutazio-
ne e caratterizzazione del rischio, gestione
del rischio e comunicazione del rischio.

La prima, la valutazione del rischio, forni-
sce le fondamenta scientifiche sulle quali
poggia tutta I'analisi del rischio.

La valutazione del rischio include l'iden-
tificazione del pericolo e la sua valutazio-
ne, la quantificazione dell’esposizione e la
caratterizzazione del rischio, come anche
codificato dalllOMS (FAO/WHO 1985EUD
93/67/EEC of 20.07.1993 e (WHO/UNEP/
ILO, ICPS) e a livello EU (Commission Di-
rective 93/67/EEC; Council Regulation
(EEC) 793/93; TGD Technical Guidan-
ce Document on Risk Assessment, 2003;
Commission Regulation (EC) No. 1488/94),
sulla base di standard internazionali.
Prima di discutere di identificazione di pe-
ricolo, &€ importante chiarire la differenza
tra pericolo e rischio. Il pericolo & una ca-
ratteristica intrinseca della sostanza, il ri-

Universita degli Studi di Milano

schio & invece la probabilita di andare in-

contro agli effetti avversi che la sostanza

puod provocare in seguito all’esposizione al

di sopra di una determinata dose denomi-

nata soglia. Lidentificazione del pericolo

riflette l'aspetto qualitativo della valuta-
zione, identificando la potenziale tossicita

intrinseca dell’lagente chimico, naturale o

di sintesi.

e [identificazione del pericolo consiste
nell’identificazione degli effetti avver-
si (su base qualitativa) prodotti dalla
sostanza in esame, quali, ad esempio,
neurotossicita, epatotossicita, difetti
nei nascituri, ecc., senza tenere in con-
siderazione la dose o la specie nella
quale si sono manifestati; & quindi I'i-
dentificazione della potenziale tossicita
delle sostanze;

e La valutazione del pericolo & invece
incentrata sulla quantificazione dell’ef-
fetto avverso in base ad una relazione
dose-risposta. In esperimenti ben fatti
la caratterizzazione del pericolo do-
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vrebbe essere in grado di identificare
una dose senza effetto tossico avverso,
NO(CA)EL (No Observed (Adverse) Le-
vel), cioe la piu alta dose che non causa
tossicita.

Queste due fasi derivano da appropriati

esperimenti condotti su animali da labo-

ratorio o sistemi alternativi purché conva-
lidati.

e La qguantificazione dell’esposizione &
parte della valutazione del rischio ed &
definita, in accordo con I’Organizzazio-
ne Mondiale della Sanita, come la va-
lutazione quantitativa della probabile
esposizione ad una sostanza chimica,
tenendo in considerazione tutte le fonti
rilevanti (alimenti, acqua, aria, ecc.);

e | a caratterizzazione del rischio integra
le informazioni derivate dalla identifi-
cazione del pericolo e dalla valutazio-
ne dell’esposizione in un suggerimento
utile a fini decisionali e nel gestire il ri-
schio.

Questa & ovviamente una semplificazione

di un processo in cui entrano a far parte

molti altri elementi quali fattori tossicoci-

netici (ADME), il meccanismo d’azione, le
differenze fra specie e cosi via.

E, attualmente, I'unica procedura scien-

tificamente accettata a livello internazio-

nale, che pud essere usata nella valutazio-
ne della gravita e della probabilita che un
effetto avverso si verifichi in esseri umani

o nelllambiente in seguito all’esposizione

in determinate condizioni ad una fonte di

pericolo, come ad esempio una sostanza

chimica sia essa di origine naturale che ar-
tificiale.

Identificazione del pericolo
Protocollo sperimentale

La fase di identificazione del pericolo nel
XXl secolo si € arricchita di una originale
raccolta di prove atte a fornire una sem-
pre piu attendibile risposta alla necessita
di proteggere la salute della popolazione.
Lidentificazione degli effetti avversi indot-

6 |

ti da una sostanza si basa sulla raccolta ed
analisi di una varieta di studi tossicologici
che vanno dai modelli in chemico (misura
delle reattivita chimica), /in silico (misure
predittive basate su modelli computazio-
nali), di read-across (prevedere le informa-
zioni del bersaglio di tossicita di una so-
stanza utilizzando i dati di altre sostanze di
cui sono note le informazioni riguardanti le
proprieta tossiche), in vitro (colture cellula-
ri, frazioni subcellulari, enzimi purificati), in
vivo (@animali da laboratorio) e dalle osser-
vazioni sull’'uomo (dati epidemiologici e cli-
nici). Questi elementi nell’insieme vengono
definiti come Nuovi Approcci Metodologici
(NAM). | notevoli progressi nelle biotecno-
logie, nella microingegneria, microfluidi-
ca, informatica, nella potenza di calcolo e
nella cooperazione multidisciplinare, han-
no consentito lo sviluppo di NAM (Nuovi
Approcci Metodologici), inaccessibili solo
fino a pochi anni fa. Sebbene si tratti di
un campo relativamente nuovo, nato con
’emergere del cambio di paradigma del-
la Tossicologia del XXl secolo, vale a dire
la necessita di porre in pratica il principio
delle 3R (rimpiazzare, ridurre e (r)affinare)
'uso degli animali con tecniche alternati-
ve cioé appunto con Nuovi Approcci Me-
todologici), i NAM permettono gia oggi di
studiare le condizioni e le malattie umane
in un’ottica human-based, cioé incentrata
sulla biologia umana ed in condizioni fisio-
logicamente rilevanti, svolgendo un ruolo
importante nella ricerca tossicologica e
biomedica. NAM human-based permetto-
no, da una parte, lo sviluppo di farmaci e
vaccini piu sicuri, lo studio dei meccanismi
di tossicita e sono efficaci per la specie
umana e, dall’altra, il superamento del-
la sperimentazione animale. Alcuni NAM
si sono gia dimostrati migliori dei modelli
animali nel predire le risposte umane. Le
informazioni scientifiche cosi raccolte ver-
ranno valutate con un approccio integrato,
quale I'Integrated Approaches to Testing
and Assessment (IATA).
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Le risultanze dell’approccio integrato in-
sieme ai dati riguardanti la valutazione del
meccanismo di azione, Adverse Outcome
Pathway (AOP) - un percorso tossicolo-
gico tra un evento molecolare iniziale ed
“eventi chiave” causalmente collegati che
si verificano a diversi livelli dell’organizza-
zione biologica, fino ad un effetto avverso
per I'individuo o per la popolazione -, con
laggiunta delle informazioni riguardan-
ti le proprieta tossicocinetiche (ADME),
genereranno il peso delle evidenze rela-
tive a una decisione valutate in base alla
loro solidita e qualita. Questo approccio e
vantaggioso quando le informazioni pro-
venienti da un singolo elemento di prova
da sole non sono sufficienti per dimostrare
una plausibile attivita biologica. Il peso da
attribuire alle prove disponibili dipende da
fattori quali la qualita dei dati, la coerenza
dei risultati, la natura e la gravita degli ef-
fetti e la pertinenza delle informazioni.

Lidentificazione del pericolo costituito da
un agente chimico necessita dell’esecuzio-
ne di una complessa batteria di sperimen-
tazioni tossicologiche in vivo ancora oggi
ritenuti essenziali, al fine di studiare effet-
ti tossici di derivazione complessa quali
quelli tumorali, immunologici e relativi alla

riproduzione che necessitano dello studio
delle proprieta tossicocinetiche e tossico-
dinamiche della sostanza in esame al fine
di conoscere gli aspetti quali-quantitati-
vi legati all’assorbimento, al potenziale di
bioaccumulo, alla distribuzione nei tessuti
dell’organismo ospite, al metabolismo ed,
infine, ai fattori legati alla sua eliminazio-
ne attraverso gli escreti (es. urine, feci, su-
dore, espirato, latte). Le prove proseguo-
no con lo studio della tossicita acuta della
molecola: la dose letale per via orale per
via cutanea (DL, ), per via inalatoria (LC, )
ed il potenziale irritante cutaneo, oculare
e di sensibilizzazione cutanea. Gli effetti
genotossici sono studiati al fine di chiari-
re il potenziale della sostanza di interagi-
re con il materiale genetico cellulare pro-
vocando effetti mutageni, clastogeni o di
aneuploidia. Vengono compiute poi prove
di tossicita che prevedono la somministra-
zione giornaliera della sostanza per quat-
tro o tredici settimane in diverse specie ed
eventualmente per un anno nel cane. Ven-
gono condotti contemporaneamente degli
esperimenti di tossicita dello sviluppo (te-
ratogenesi) e altri, su piu generazioni, per
comprendere se la sostanza interferisce
con il sistema riproduttivo degli animali e
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sulla fertilita.

Le prove in vivo piu rilevanti tossicologi-
camente sono senza dubbio quelle di can-
cerogenesi e/o di lungo termine compiu-
te somministrando la sostanza in esame,
giornalmente, per la maggior parte della
vita dell’lanimale da esperimento utilizzato,
cioé circa due anni per i roditori (18 mesi
per il topo e 24 mesi per il ratto); la scelta
di condurre esperimenti cosi gravosi deriva
dal fatto che i risultati, ottenuti applican-
do la regola del “caso peggiore” (cioé piu
punitivo per la molecola ma precauzionale
per 'individuo), sono in grado fornire delle
basi ottimali per poter estrapolare all’'uo-
mo il rischio derivante dal contatto con la
sostanza in esame anche per tutto l'arco
della vita.

Valutazione del pericolo
Dose Giornaliera Ammissibile (DGA o
ADI) e NO(CA)EL

Per molte sostanze appartenenti a gruppi
specifici (residui di pesticidi negli alimen-
ti, contaminanti e additivi alimentari, ecc...)
per cui e prevista un’esposizione della po-
polazione per via orale, & necessario fissa-
re limiti di sicurezza, indicare, cioe, delle
soglie prudenziali da non superare.

La valutazione del pericolo viene compiuta
applicando una semplice formula

NO(A)EL
DGA (ADD=
SF(UF)

Ove:

DGA = (Dose Giornaliera Ammissibile o
ADI, Acceptable Daily Intake) & la dose,
espressa in mg/kg di peso corporeo, che
puod essere assunta giornalmente da un in-
dividuo adulto del peso medio di 60 kg an-
che per tutto I'arco della vita senza rischio
apprezzabile per la salute allo stato delle
conoscenze attuali;

NO(CA)EL = (No Observed (Aderse) Effect
Level o Dose a cui non si osserva alcun
effetto avverso) la piu elevata concentra-

zione o quantita di una sostanza, espressa
in mg/kg di peso corporeo, derivante da
studi sperimentali, preferibilmente a lungo
termine, o osservazioni epidemiologiche,
che non causa effetti tossici (avversi), al-
terazioni morfologiche o funzionali, modi-
ficazioni della crescita corporea, dello svi-
luppo e della durata della vita del soggetto
sperimentale in studio.

SF = (Safety Factor o Fattore di Sicurezza;
secondo una piu recente denominazione
UF, uncertainty factor, fattore di incertez-
za), € il fattore utilizzato per trasformare
il NOCA)EL in ADI, per estrapolare cioe i
risultati ottenuti nell’lanimale alla popola-
zione umana; € variabile (10, 100, 1000...)
e dipende dalla natura dell’effetto tossi-
co, dalla tipologia di popolazione a rischio
esposta e dalla qualita delle informazioni
tossicologiche disponibili al momento della
decisione. Il Fattore di sicurezza puo esse-
re ridotto a 10 quando si hanno a disposi-
zione dati derivanti da osservazioni com-
piute sulla popolazione umana o innalzato
a 1000 quando il protocollo sperimentale
utilizzato nell’lanimale ha previsto tempi ri-
dotti (es. trattamento per soli 90 giorni).
La maggior parte delle volte al NO(A)EL
viene applicato un fattore di incertezza di
100 (10x10), che tiene quindi conto della
variabilita di risposta all’interno della po-
polazione.

La determinazione del NOCA)EL, che ri-
cordiamo € un valore OSSERVATO e non
calcolato o estrapolato, dipende prima di
tutto dalla scelta opportuna dei dosaggi
nell’esperimento condotto nell’animale, in
modo tale che la dose piu alta produca un
effetto dannoso che non deve essere os-
servato alla dose piu bassa. Vengono usati
almeno tre dosaggi, in aggiunta al gruppo
controllo non trattato, per determinare la
correlazione dose-effetto. Conoscendo la
natura della risposta alla dose piu alta di
una determinata sostanza, si puo valutare
in modo piu sicuro il NOCA)EL ai dosaggi
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piu bassi concentrandosi piu a fondo su
particolari organi bersaglio.

Studi a 4 o0 13 settimane sono a volte suffi-
cienti per definire il livello di sicurezza, ad
esempio con sostanze simili per identita
chimica a molecole gia approvate per l'uso
di cui & nota la bassa tossicita. In questo
caso il fattore di sicurezza puo essere su-
periore a 100.

Valutazione della rilevanza degli effetti
tossici per la specie umana

Lidentificazione di un effetto dannoso in
uno studio specifico dipende dalle dosi uti-
lizzate, dal tipo di parametri misurati e dal-
la capacita di distinguere tra effetti vera-
mente dannosi e falsi positivi. Ad esempio,
se si osserva soltanto una leggera modifi-
ca in un particolare parametro al dosag-
gio intermedio, ma non agli altri dosaggi,
diventa difficile distinguere tra un effetto
veramente dannoso e un dato accidental-
mente positivo, non essendoci una corre-
lazione dose-risposta. Inoltre, la riduzione
dell’laumento del peso corporeo collegata
con un diminuito consumo di cibo e diffi-
cilmente interpretabile come effetto dan-
noso, perché la gradevolezza del cibo po-
trebbe essere influenzata dalla presenza di
elevati livelli della sostanza in esame carat-
terizzata da proprieta organolettiche spia-
cevoli. Ancora, una diminuzione ponderale
dose-risposta € frequentemente usata per
stabilire un livello di effetto in assenza di
altre manifestazioni tossiche.

Quando vengono compiuti studi su diver-
se specie animali, i NO(A)EL sono calcolati
per ciascuno studio. Il NO(A)EL usato per
calcolare il valore di ADI sara il no-obser-
ved-(adverse)-effect level risultante dallo
studio sull’animale che ha evidenziato un
effetto tossico alla dose piu bassa e nella
specie piu sensibile. Questo approccio &
ragionevole quando gli studi sugli animali
sono di durata simile (in relazione alla vita
attesa della specie considerata) e di qua-
lita simile, e non sono disponibili altri dati.

Tuttavia, se la qualita di un risultato € chia-
ramente superiore a quello di un altro e/o
gli studi differiscono tra di loro per quanto
riguarda la durata (lungo termine rispet-
to a breve termine), ai fini della scelta del
NO(A)EL bisogna dare maggior peso agli
studi con maggiore durata e qualita. Se
sono disponibili dati metabolici e farmaco-
cinetici, le specie piu simili alluomo, indi-
viduate da precedenti risultati sperimentali
basati su studi del meccanismo di azione
relativamente agli effetti tossici, devono
essere preferite a quelle piu sensibili nel
calcolo dei NO(A)EL.

Quando si analizza uno studio tossicologi-
co e si definisce il NO(A)EL, occorre distin-
guere tra cambiamenti reversibili, legati a
fenomeni di adattamento o a meccanismi
di mantenimento dell’lomeostasi, e rispo-
ste propriamente tossiche. Tra gli esempi
del primo tipo di risposta possiamo citare:
effetti lassativi da sovraccarico osmotico,
ipertrofia epatica e induzione enzimatica
microsomiale derivanti da alti dosaggi di
sostanze metabolizzate dal fegato, ridu-
zione dell’incremento ponderale o ingros-
samento dell’intestino cieco derivanti da
elevati livelli di sostanze non nutritive, al-
terazione del peso del rene direttamente
collegata alla quantita d’acqua filtrata dal
rene stesso e, infine, rallentamento della
crescita e del consumo alimentare collega-
ti alla somministrazione nella dieta di una
sostanza non gradevole al palato. Tuttavia,
occorre fare attenzione nell’interpretazio-
ne di questi cambiamenti, che non devono
automaticamente essere scartati come pri-
vi di importanza da un punto di vista tos-
sicologico. Un rallentamento della crescita
del peso corporeo collegato ad una corri-
spondente riduzione del consumo di cibo
potrebbe essere dovuto ad anoressia tossi-
ca, invece che ad una scarsa gradevolezza
al palato della sostanza in esame.

Una volta completata la miglior stima della
dose, si valuta il rapporto tra questa dose e
I'effetto riscontrato. Per molte caratteristi-
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che biologiche (ad esempio tossicita cro-
nica, tossicita su piu generazioni) si iden-
tificano valori sperimentali di NO(A)EL o
di Lowest Observed Adverse Effect Level
(LOAEL), che vengono poi usati come base
per il calcolo dell’ADI.

In generale, nell’Unione Europea e a livel-
lo internazionale, questo approccio viene
seguito per sostanze che provocano effetti
tossici in organi e sistemi e/o per sostanze
che causano effetti cancerogeni non lega-
ti @ una primaria azione a carico del DNA,
cioé per i cancerogeni non genotossici, per
i quali si accetta I'esistenza di effetti legati
a una soglia (cancerogeni epigenetici). In-
vece, per i cancerogeni genotossici il me-
todo di valutazione si basa oggi sul rap-
porto fra la dose cancerogena piu bassa
e I'esposizione umana, definito come Mar-
gine di Esposizione (MoE), rapporto che
deve essere superiore a 10.000.

Evoluzione del concetto di ADI/

Il concetto di ADI ha subito alcuni perfezio-
namenti. Il primo € quando viene applicato
al campo dei contaminanti, cioé sostanze,
per definizione, non aggiunte volontaria-
mente agli alimenti a differenza degli ad-
ditivi alimentari, per cui € nato il concetto
di ADLI.

Infatti, il livello dei contaminanti negli ali-
menti (@acqua compresa) & spesso diffici-
le, se non impossibile, da controllare; pud
essere a volte sconosciuto e, poiché i con-
taminanti ovviamente non subiscono un
processo pre-marketing di approvazione,
i valutatori del rischio hanno a disposizio-
ne limitate informazioni scientifiche utili
per una valutazione del pericolo. In questo
caso, quindi, UE, USFDA e WHO impiega-
no la terminologia di “assunzione giornalie-
ra tollerabile” (TDI, tolerable daily intake)
per identificare il limite di un contaminante
negli alimenti, e per distinguerlo dall’ADI.
Sostanzialmente, perd, la procedura per
calcolare il TDI non varia significativamen-
te da quella dell’ADI.
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Il secondo cambiamento di terminologia
rilevante si & avuto con l'introduzione del
termine “reference dose, RfD”, introdot-
to per evitare 'uso di termini pregiudiziali
quali sicurezza e accettabile, e promuo-
vere una maggiore consistenza nella valu-
tazione dei composti non cancerogeni, e
mantenere una certa separazione fra valu-
tazione e gestione del rischio. Di nuovo, il
cambiamento della terminologia non cam-
bia la metodologia. I| NOEL (no-observed
effect level) diventa NOAEL (no-observed
adverse effect level), il fattore di sicurezza
diventa fattore di incertezza (UF, uncer-
tainty factor), 'ADI & stata rimpiazzata con
la dose di riferimento (RfD).

C’¢ perd una sottile differenza interpre-
tativa: la definizione di ADI come dose
accettabile, lasciava intendere che livelli
superiori fossero inaccettabili. Questa de-
marcazione fra accettabile e inaccettabile
€ contraria alla visione della maggior parte
dei tossicologici, che ritengono I'’ADI una
stima relativamente grossolana di un livello
di esposizione cronica che ha una elevata
probabilitd di non causare effetti avversi/
tossici nelluomo. | valutatori del rischio
ritengono I’ADI una stima “morbida” i cui
margini di incertezza possono allargarsi
fino ad un ordine di grandezza.

Quando e stata creata nel 1954 I'ADI dal-
la FDA accettabile significava accettabile;
I’esposizione ad un alimento che contene-
va un additivo al di sopra dell’ADI era inac-
cettabile secondo una definizione legale.
Trent’anni dopo, I’ADI, o il suo equivalente
RfD, & diventato una definizione di proba-
bilita con un ordine di grandezza di incer-
tezza.

L’approccio Benchmark Dose

In generale, l'approccio NOAEL/LOAEL
per il calcolo dell’RfD & soggetto a un cer-
to numero di limitazioni (U.S. EPA, 1995),
fra le quali:

* I'identificazione del NOAEL ¢ spesso con-
troversa;
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e esperimenti con bassa attivita biologica
danno NOAELs piu alti;

¢ la curva dose-risposta gioca un ruolo mo-
desto nel determinare il NOAEL;

* il NOAEL ¢ limitato alle dosi valutate.

Per superare queste limitazioni sono stati
sviluppati metodi che consentono I'impie-
go di tuttii valori della curva dose-risposta.
Lapproccio benchmark (BM), per esempio,
designa una determinata dose, che corri-
sponde al limite inferiore di confidenza al
95% di un certo aumento (Benchmark Re-
sponse (BMR) generalmente 5%, o 10%) al
di sopra del valore di fondo (la dose di rife-
rimento, benchmark dose, BMD), sulla base
del modello dose-risposta entro o vicino
all’intervallo sperimentale delle dosi. E sta-
to ipotizzato che la BMD calcolata al limite
inferiore di confidenza del 95% e pari ad un
aumento del 10% in piu di rischio (BMDL, )
€ paragonabile al LOAEL, mentre quella
derivata, sulla base di un rischio aumentato
al 5% BMDL,, corrisponde al NOAEL. Ana-
lisi piu recenti dei dati disponibili, tuttavia,
indicano che il BMDL,, é vicino al NOAEL.
Lutilizzo di questo approccio ha diversi
vantaggi: non coincide necessariamente
con una delle dosi selezionate sperimen-
talmente (e quindi puo essere utilizzato
qualora non si sia riusciti a identificare un
NOAEL) e pud essere adattato alle dimen-
sioni del campione e alle incertezze ad esso
associate.

Valutazione del pericolo cancerogeno
Scelta dell’approccio

In accordo con le linee guida proposte da
EPA (U.S. EPA, 1996a) per la valutazione
del rischio cancerogeno, il metodo usato
per caratterizzare e quantificare il rischio
di cancro costituito da una sostanza chimi-
ca dipende da cid che si sa circa il modo
d’azione cancerogeno e dalla pendenza
della curva dose-risposta

Il fenomeno cancerogeno non lineare &
riconosciuto avere una soglia quando é

secondario alla tossicita (cancerogeni epi-
genetici) che di per se stessa &€ un feno-
meno con soglia e dipende strettamente
dal modo d’azione. E, per esempio, il caso
dell’effetto cancerogeno di alcuni metalli
che & mediato a dosi elevate (soglia) dalla
produzione di prodotti reattivi dell’ossige-
no o dell’azoto (ROS/RNS).

Lassunzione presunta di linearita del mec-
canismo di azione dei cancerogeni “inizia-
to” da un effetto genotossico € accreditata
da un punto di vista regolatorio dai gestori
del rischio quando I’'evidenza supporta che
la mutazione genica sia il risultato della re-
attivita lineare della sostanza con il DNA, o
altre modalita ove non si possa escludere
linearita d’azione (cioé a qualsiasi dose si
ammette una attivita).

Se il modo d’azione non & noto, l'uso
dell’approccio lineare € una questione di
metodo strategico cautelativo non basato
perd su evidenze scientifiche.

Quantificazione del rischio di cancro

Le linee guida per la valutazione del rischio
cancerogeno descrivono due metodi alter-
nativi per quantificare il rischio derivante
da una sostanza chimica:

Cancerogeno epigenetico (quando le evi-
denze supportano una modalita di azio-
ne non dovuta alla reattivita diretta con il
DNA):

HQ = dose di esposizione/RfD

HQ (Hazard Quotient) = un quoziente di ri-
schio & il rapporto tra I'esposizione poten-
ziale a una sostanza e il livello al quale non
sono previsti effetti avversi. Se si calcola
che il quoziente di rischio sia inferiore a 1,
non sono previsti effetti avversi per la salu-
te come risultato dell’esposizione.

RfD (Reference Dose) = si intende la dose
(concentrazione) di sostanza tossica per la
qguale non sono prevedibili effetti avversi
per la popolazione umana (compresi sot-
togruppi sensibili) esposta alla sostanza
stessa durante a tutta la vita.

In
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Cancerogeno genotossico (quando le evi-
denze supportano una modalita di azione
dovuta alla reattivita diretta con il DNA):
MoE = PoD/dose

il margine di esposizione (MoE) & basato
su un modello quantitativo che impiega i
dati dose-risposta quantificati come Pod
o) NOAEL/BMDL10 associati con una stima
dell’laumento del 10% nei tumori.

Il MoE é calcolato come rapporto del PoD
diviso per le dosi di esposizione misurate.
Il MoE pud essere utilizzato per suppor-
tare una certa priorita nella gestione del
rischio e, se il MoE &€ molto ampio, per la
comunicazione di un basso livello di preoc-
cupazione per la salute umana. A seconda
dell’approccio adottato nell’individuare un
PoD ¢ possibile derivare valori molto di-
versi per il MoE. E quindi essenziale che la
selezione dell’endpoint del cancro e il trat-
tamento matematico dei dati siano chiara-
mente descritti e giustificati.

Il comitato scientifico di EFSA ha ritenu-
to che l'approccio MOE (ref) possa esse-
re applicato alle impurezze che sono sia
genotossiche che cancerogene, indipen-
dentemente dalla loro origine. Il comitato
scientifico ribadisce l'opinione espressa
nel 2005 secondo cui un margine di espo-
sizione di 10.000 o superiore, se basato sul
BMDL,, di uno studio sugli animali, e tenen-
do conto delle incertezze generali nell’in-
terpretazione, sarebbe poco preoccupante
da parte di un punto di vista della salute
pubblica; I'entita di un MOE, tuttavia, indi-
ca solo un livello di preoccupazione e non
quantifica il rischio (EFSA 2012).

Una altra valutazione dei cancerogeni ge-
notossici & tramite:

CSF (Cancer Slope Factor): il fattore di
pendenza del cancro (Cancer Slope Fac-
tor - CSF) viene utilizzato per stimare il ri-
schio di cancro associato all’esposizione a
cancerogeno genotossico. || CSF definisce
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guantitativamente la relazione tra dose e
risposta. Poiché il rischio a bassi livelli di
esposizione e difficile da misurare median-
te esperimenti su animali o studi epide-
miologici, lo sviluppo di un CSF comporta
generalmente l'applicazione di un modello
all’linsieme di dati disponibili e I'utilizzo di
un modello per estrapolare linearmente
dalle dosi relativamente elevate sommini-
strate negli studi su animale ai bassi livel-
li di esposizione previsti perl’esposizione
umana.

Il CSF viene utilizzato per derivare la Dose
Specifica di Rischio (Risk Specific Dose
- RSD) espressa in mg/kg giorno per gli
agenti genotossici cancerogeni. 'RSD &
spesso calcolato sulla base di un rischio ex-
tra su un milione (rischio 1078), cioé la pro-
babilita che una persona, su un milione di
persone ugualmente esposte, possa con-
trarre il cancro se esposta continuamente
(24 ore al giorno) alla concentrazione spe-
cifica per tutta la vita (70 anni). Il termine
“extra” nella definizione della RSD si riferi-
sce a un rischio derivante dall’esposizione
ambientale alla sostanza chimica in esame
rispetto al rischio di fondo che & sempre
presente.

Threshold of Toxicological Concern (TTC)
o soglia di allarme tossicologico

Lutilizzo dell’approccio pragmatico del
TTC, applicabile alle sostanze chimiche
senza allerta di genotossicita e non sog-
gette per la loro approvazione ad uno spe-
cifico regolamento, & basato sul principio
di stabilire una soglia di esposizione umana
valida per tutte le sostanze chimiche, al di
sotto della quale vi & una probabilita mol-
to bassa del manifestarsi di un rischio ap-
prezzabile per la salute umana. Lapproc-
cio TTC mira a selezionare e dare priorita ai
composti chimici, presenti in quantita mol-
to piccole, per i quali sono noti i dati sul-
la struttura chimica e sull’esposizione, ma
per i quali i dati sulla tossicita sono limitati
o assenti. Lapproccio TTC non dovrebbe
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essere utilizzato per agenti cancerogeni
ad alta potenza (ossia composti aflatossi-
na-simili, azossi- o N-nitroso, benzidine e
anche idrazine), prodotti chimici inorga-
nici, metalli e organometallici, proteine,
steroidi, sostanze chimiche di cui &€ noto
o previsto il bioaccumulo, nanomateriali,
sostanze chimiche radioattive e miscele
di sostanze chimiche contenenti strutture
chimiche sconosciute.

Le soglie proposte per le sostanze senza
allerta di genotossicita sono:

- per una sostanza chimica di classe Cra-
mer | (bassa preoccupazione), 1800 ug/
persona/giorno corrispondenti a 30 pg/kg
pc/giorno;

- per i composti di Classe Cramer Il (alta
preoccupazione), 90 ug/persona/giorno,
corrispondenti a 1,5 pg/kg pc/giorno

Le soglie proposte per le sostanze con al-
lerta genotossica sono:

- 0,15 pg/persona/giorno, corrispondenti a
0,0025 pg/kg pc/giorno.

Quantificazione dell’esposizione umana

La fase finale di tutto il processo ¢ rappre-
sentata dal confronto delle conoscenze
accumulate relativamente al processo del-
la caratterizzazione del pericolo con i dati
raccolti sull’esposizione umana. E evidente
che maggiore & la distanza tra il ADI/TDI/
MoE e il valore di esposizione e piu elevata
€ la probabilita che gli individui non vada-
no incontro a un rischio per la loro salute.
Il temporaneo e/o limitato nel tempo “sfo-
ramento” del’ADI deve essere comunque
giudicato con ragionevolezza, poiché si
deve costantemente tenere presente che
’ADI/TDI derivano comunque da un NOA-
EL, cioe “la piu elevata concentrazione o
quantita di una sostanza, espressa in mg/
kg di peso corporeo, derivante da studi
sperimentali cronici o osservazioni epide-
miologiche, che non causa effetti tossici
(avversi)” che, inoltre, e stata ulteriormen-
te divisa per un fattore di almeno 100. In

altre parole, 'ADI/TDI non devono assolu-
tamente essere considerate una soglia di
tossicita, ma una soglia di sicurezza. Un
discorso analogo deve essere ben chiaro
nella mente del legislatore o da chi & pre-
posto a giudicare la presenza di concen-
trazioni di una sostanza al di sopra dei “li-
miti di legge” (MRL); infatti superare i limiti
imposti dalla legge, di solito estremamente
cautelativi da un punto di vista sanitario,
non & da correlare immediatamente ad un
aumentato rischio tossicologico per le ra-
gioni sopra esposte.
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Approcci bioinformatici per la
valutazione della sicurezza di
(nuove) proteine ad uso alimentare
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Le proteine presenti nel cibo possono deter-
minare effetti avversi nel consumatore, quali
reazioni mediate dal sistema immunitario
(allergie, celiachia) e tossicita. In Europa,
la sicurezza delle proteine dal punto di vi-
sta alimentare viene valutata prima dell’au-
torizzazione allimmissione in commercio.
Esempi rilevanti riguardano organismi gene-
ticamente modificati (OGM), enzimi ad uso
alimentare e mangimistico, novel food, ecc.
L’Agenzia europea per la sicurezza alimen-
tare (EFSA) & I'organo preposto a tale valu-
tazione, svolta seguendo le indicazioni del
Codex Alimentarius e dettagliata in regola-
menti settoriali e linee guida europee. L’A-
genzia intraprende inoltre iniziative per met-
tere a punto o validare nuovi approcci nella
valutazione della sicurezza alimentare delle
proteine, allo scopo di modernizzarla e irro-
bustirla, possibilmente con nuove tecniche
alternative (ad esempio, in silico e in vitro) e
riducendo gli studi su modelli animali. Que-
sto & di particolare rilevanza anche alla luce
delle iniziative Farm to Fork, nel contesto

Universita degli Studi di Milano
**European Food Safety Authority (EFSA), Parma

del Green Deal Europeo, che promuovono
'uso di proteine nuove e alternative a quel-
le tradizionali di origine animale. La valuta-
zione della sicurezza delle proteine ad uso
alimentare sara centrale nel prossimo futu-
ro, poiché verranno introdotte nuove fonti
proteiche alternative a quelle tradizionali di
origine animale. Gli strumenti a disposizione
per la valutazione delle proteine sono stati
definiti sulla base della valutazione della si-
curezza delle sostanze chimiche e necessi-
tano di evolversi e irrobustirsi, alla luce delle
nuove conoscenze scientifiche e tecniche.
Per questo, il dialogo tra i vari partecipanti
alla valutazione della sicurezza delle protei-
ne sara fondamentale (ad esempio, EFSA,
gli stati membri, 'accademia e I'industria) in
un’ottica sia europea, sia mondiale.
Nell’area delle reazioni avverse dovute al
consumo di nuove proteine mediate dal si-
stema immunitario, attualmente EFSA sta
lavorando sia per migliorare la predizione di
reazioni avverse, sia per ridurre l'incertezza
nell’analisi del rischio.
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| progetti principali riguardano la celiachia
(reazione non mediata da IgE) e le reazio-
ni allergiche (mediate da IgE). Per quanto
riguarda la celiachia, EFSA ha sviluppato
un approccio stepwise e un software per la
predizione di un passaggio chiave nella pa-
togenesi, cio¢ il legame di peptidi alle mole-
cole HLA-DQ2 e HLA-DQS8 nelle cellule pre-
sentanti I'antigene. Nell'area delle reazioni
mediate da IgE, EFSA sta sviluppando un
metodo di ranking dove gli allergeni sono
categorizzati in relazione al rischio e alla se-
verita dei sintomi. Per migliorare il peso delle
evidenze utilizzate nella valutazione, EFSA
propone quindi lo sviluppo di una base dei
dati mirata all‘'uso dell’analisi dei rischi.

EFSA sta lavorando anche nell’area della
predizione di effetti tossici avversi associa-
ti alle proteine. Le tossine proteiche sono
prodotte da piante, animali e batteri quali
strumenti di difesa in ambienti ostili e sono
associate a vari meccanismi biochimici che
possono portare ad effetti avversi in esseri
umani e animali. In una prima collaborazione
tra EFSA e I’'Universita degli Studi di Milano
€ stata messa a punto una pipeline in silico
per eseguire una ricerca, quanto piu com-
pleta e integrata possibile, di proteine con
potenziali effetti tossici. In questa procedu-
ra si sono definiti database di riferimento e
procedure basate su chiavi di ricerca accu-
rate e si € deciso di prendere in considera-
zione soltanto proteine sottoposte a revisio-
ne da parte di curatori esperti.

La scelta della stringa “toxin activity” si basa
Su un progetto embrionale gia esistente,
a cura degli stessi curatori di UniProt, che
hanno selezionato le proteine basandosi sui
campi di Gene Ontology relativi alla funzio-
ne molecolare associata ai veleni animali.

Durante la catalogazione delle proteine
tossiche, sono state recuperate anche le
strutture tridimensionali risolte sperimen-
talmente, e generati modelli tridimensionali
attraverso modellazione per omologia per
quelle mancanti. Inoltre, sono state ottenute
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informazioni dettagliate sulle famiglie, i do-
mini, i motivi e le firme molecolari delle pro-
teine da specifici database. Tra i principali ri-
sultati, oltre ovviamente alla generazione di
un database quanto piu completo possibile
di tossine, vi & la strategia di ricerca basa-
ta su database pubblicamente accessibili e
curati, che si stanno rivelando fondamentali
per la valutazione del rischio di biopolimeri.

Le informazioni sono state utilizzate come
base per esplorare nuove strategie di valu-
tazione del rischio per le proteine, basate
su metodi predittivi /in silico. In una nuova
collaborazione tra EFSA e I'Universita degli
Studi di Milano sono in fase di esplorazione
le migliori e piu accurate strategie di predi-
zione della funzione proteica (con partico-
lare attenzione alla predizione di tossicita),
con l'obiettivo principale di identificare una
strategia di predizione in silico di tossicita. Si
guarda con particolare interesse all’eventua-
le futuro impiego di modelli di intelligenza
artificiale utili a gestire tutte le informazio-
ni di sequenza, strutturali e funzionali sulle
proteine di interesse, al fine di ottenere un
miglioramento dell’accuratezza degli ap-
procci in silico per la predizione di attivita
tossica di proteine.

Si & partiti quindi dagli strumenti che sono
stati prodotti e resi disponibili nell’ultimo
decennio. Questi strumenti, disponibili su
web server o in archivi pubblici, sono basa-
ti sia su classici paradigmi della biochimica
e bioinformatica, come 'omologia, valutata
attraverso la ricerca di similarita di sequen-
za, sia su modelli iterativi position-based, su
modelli di Markov nascosti o su concetti di
matematica piu complessa, come la teoria
dei grafi. Sono gia disponibili strumenti in
grado di predire la tossicita di proteine, ma
anche strumenti specifici per alcune famiglie
di proteine, come ad esempio le knottine, o
ancora strumenti specializzati nella predi-
zione della tossicita di proteine contenute
nei veleni animali. Ovviamente, I'accuratez-
za di questi strumenti dipende sia dal meto-
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do utilizzato, sia anche dal campo operativo
della predizione. Attualmente la valutazione
di questi strumenti € ancora in corso, ma
gia emerge la necessita, come per la predi-
zione di proteine allergeniche, di avere uno
strumento di predizione pubblico e mante-
nuto nel tempo dalla Commissione europea
e dalle agenzie preposte, nell’intento di una
valutazione trasparente della sicurezza delle
sostanze. Tale strumento di predizione deve
inoltre basarsi su database pubblici e curati,
al fine di avere sempre a disposizione dati
aggiornati e sicuri. Infatti, tra tutti i vari stru-
menti analizzati, diversi risultano ormai non
piu aggiornati o non piu accessibili, renden-
done impossibile un’applicazione continua e
omogenea e generando quindi dati, predi-
zioni e valutazioni irriproducibili.

117

FHUVLINIWITY OSN AV INIFLOHd (FAONN) 1A VYZZIANDIS V113d INOIZVLNTIVA V1 d3d IDILVINIOLNIOIE 1D00dddV



LUCI E OMBRE DEGLI INTEGRATORI ALIMENTARI CONTENENTI BOTANICALS

GIT - Anno Il n. 1 - Aprile 2023

Luci e ombre degli integratori
alimentari contenenti botanicals:

focus sugli aspetti di qualita e sicurezza
sulla base dei dati emergenti
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Negli ultimi decenni si e assistito ad una
rapida espansione del mercato degli inte-
gratori alimentari; in ltalia, le vendite rap-
presentano circa un quarto di quelle eu-
ropee, superando i 3 miliardi di euro nel
2022 [1]. Circa il 50% del mercato di tali
prodotti e rappresentato dagli integratori
contenenti botanicals, termine che, secon-
do la definizione fornita da EFSA, include
piante, parti di esse, funghi e licheni [2]. Gli
integratori alimentari rientrano nell’lambito
della legislazione alimentare e, secondo la
Direttiva Europea 2002/46/EC, sono defi-
niti come “prodotti alimentari destinati ad
integrare la comune dieta e che costitui-
scono una fonte concentrata di sostanze
nutritive, quali le vitamine e i minerali, o di
altre sostanze aventi un effetto nutritivo
o fisiologico, in particolare, ma non in via
esclusiva, aminoacidi, acidi grassi essen-
ziali, fibre ed estratti di origine vegetale,
sia monocomposti che pluricomposti, in
forme predosate” [3]. Secondo i dati del
progetto Europeo PlantLIBRA, circa il 20%
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della popolazione italiana &€ un consumato-
re abituale di integratori alimentari conte-
nenti botanicals [4]. Tra i fattori che han-
no contribuito alla notevole diffusione tra i
consumatori di tali prodotti si annoverano:
1-la percezione che il “naturale” sia sempre
sinonimo di “sicuro;” 2-la convinzione che
possano in alcuni casi sostituire le terapie
farmacologiche, soprattutto quando esse
non sono risolutive; 3-la possibilita di acqui-
sto senza prescrizione medica in humerosi
punti vendita quali farmacie, parafarmacie,
supermercati e on-line. A cid si aggiungono
problematiche riguardanti: la qualita della
materia prima e del prodotto finito; le con-
taminazioni accidentali; la non omogenea
standardizzazione degli estratti; le diverse
regolamentazioni in termini di livelli di con-
taminanti e fitofarmaci (soprattutto per le
materie prime provenienti da Paesi terzi);
la presenza di principi attivi il cui profilo
di sicurezza € ancora oggetto di dibattito;
le possibili contraffazioni e adulterazioni,
frequenti nell’e-commerce, queste ultime
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riguardanti maggiormente alcune catego-
rie di integratori (es. prodotti destinati allo
sportivo, per coadiuvare la perdita di peso).
Tutti i fattori citati, naturalmente, possono
aumentare il rischio di comparsa di reazioni
avverse nei consumatori. Il Minisimposio te-
nutosi in occasione del 21° Congresso Na-
zionale SITOX ha avuto lo scopo di fornire
alcuni spunti di riflessione sulle principali
problematiche relative ad alcuni integratori
alimentari contenenti botanicals, in alcuni
casi anche alla luce di modifiche di preesi-
stenti regolamenti europei o nuove opinion
fornite da EFSA.

Uno degli argomenti affrontati, presentato
dalla Dott.ssa Gloria Melzi, ha riguardato
gli aspetti di sicurezza relativi a integra-
tori alimentari contenenti Aloe spp. Le di-
verse specie di Aloe sono molto utilizzate
nella formulazione di cosmetici, integrato-
ri € nellindustria alimentare e degli aromi
per via delle proprieta antinflammmatorie e
antiossidanti. Una delle principali compo-
nenti del parenchima delle foglie dell’aloe
e lantrachinone aloe-emodina, recente-
mente riconosciuto come possibile fattore
di rischio per lo sviluppo del cancro al co-
lon-retto con attivita genotossica dal panel
EFSA-ANS 2018. Nel report & stato infatti
concluso che “i derivati di idrossiantraceni
dovrebbero essere considerati come geno-
tossici [...] e che gli estratti contenenti deri-
vati di idrossiantraceni destano preoccupa-
zione, sebbene persistano incertezze” [5].
Dunque, & stato effettuato uno studio /in
vivo allo scopo di testare il potenziale effet-
to genotossico di un estratto di Aloe ferox
e dell’aloe-emodina. Alla luce dei risultati
ottenuti in seguito alla somministrazione
di questi estratti e alla valutazione trami-
te comet test & stato possibile dimostrare
'assenza di genotossicita. Questi risultati
suggeriscono che i cambiamenti iperpla-
stici osservati in seguito ad una sommini-
strazione prolungata con estratto di foglie
di Aloe ferox e con aloe-emodina non sono
causati da un effetto genotossico delle so-

stanze stesse [6].

Ulteriore tematica, ancora oggetto di mol-
to dibattito, € stata quella presentata dalla
Prof.ssa Chiara Di Lorenzo relativa agli in-
tegratori a base di riso rosso fermentato,
prodotti largamente utilizzati per coadiu-
vare la riduzione dei livelli di colesterolemia
totale ed LDL. Tale effetto € mediato prin-
cipalmente dalla monacolina K, prodotto
del metabolismo secondario dei lieviti (tra
cui il Monascus purpureus) impiegati per la
fermentazione. Nel 2013, EFSA ha dato pa-
rere positivo all’health claim relativo all’effi-
cacia della monacolina K alla dose giorna-
liera di 10 mg nel mantenimento dei livelli
fisiologici del colesterolo, pur evidenziando
la similarita nella struttura chimica della
monacolina alla lovastatina, farmaco utiliz-
zato nel trattamento delle ipercolesterole-
mie. A seguito di una specifica richiesta da
parte della Commissione Europea, 'EFSA
ha considerato e valutato la sicurezza d’im-
piego degli integratori a base di riso rosso
fermentato; le conclusioni pubblicate nel
2018 nella relativa opinion hanno indicato
la difficolta nello stabilire una dose gior-
naliera sicura per la popolazione genera-
le. In questo contesto, sono stati segnalati
diversi eventi avversi, soprattutto a carico
dell’apparato muscolo scheletrico ed epa-
tico, ad apporti giornalieri compresi tra i 3
e i 10 mg. Inoltre, nella medesima opinion
sono state evidenziate ulteriori problemati-
che relative alla variabilita del titolo di mo-
nacolina K nelle preparazioni presenti sul
mercato, la presenza negli estratti di altre
monacoline e composti non ancora ben ca-
ratterizzati che potrebbero avere un effetto
sinergico e contribuire al rischio di compar-
sa di eventi avversi, oltre alla biodisponi-
bilita variabile cui influiscono gli alimenti
assunti in concomitanza. Il 2 giugno 2022,
il regolamento europeo 2022/860 ha stabi-
lito che l'apporto di monacolina K tramite
integratori alimentari non debba superare i
3 mg/die, con particolari avvertenze per le
fasce vulnerabili della popolazione. Poiché
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numerosi eventi avversi sono stati rilevati
anche alla dose di 3 mg/die stabilita dal re-
golamento europeo [7], e sulla base delle
osservazioni di EFSA, & possibile che tale
modifica non garantisca la sicurezza del
consumatore.

Tali composti, principalmente atropina e
scopolamina, sebbene non diano tossicita
cronica, provocano diversi disturbi nell’uo-
mo a livello del sistema nervoso centrale
come disorientamento, allucinazioni, deli-
rio, fino a provocare la morte; dosi supe-
riori a 10 mg possono risultare fatali per un
bambino. Di conseguenza, I'Autorita Eu-
ropea per la Sicurezza Alimentare (EFSA)
ha stabilito una dose acuta di riferimento
(ARfD) pari a 0.016 pg/kg b.w. [8].

Gli alimenti maggiormente a rischio sono
stati individuati dalla Commissione Euro-
pea nel 2015: cereali e derivati, grano sara-
ceno, sorgo, miglio, mais e prodotti derivati,
prodotti gluten-free, integratori alimentari,
té e tisane, ecc., sottolineando una partico-
lare attenzione per gli alimenti considerati
“baby food” [9].

Da cio deriva I'importanza di disporre di
metodi analitici sufficientemente sensibili
per la loro determinazione nei prodotti ali-
mentari.

Le recenti metodiche analitiche, messe a
punto presso I'Universita di Parma, basate
sull’utilizzo di cromatografia liquida inter-
facciata a spettrometria di massa (LC-MS,
LC-MS/MS), sono state applicate a matrici
alimentari quali cereali e derivati, té, tisane
e integratori alimentari contenenti botani-
cals, rilevando in questi ultimi un livello di
contaminazione compreso tra 192 e 7719
ug/kg per atropina e scopolamina; inoltre,
dati recenti, riportano infatti la presenza di
anisodamina, un alcaloide intermedio nella
sintesi della scopolamina, in un integratore
alimentare, anche se i livelli di contamina-
zione riportati sembrano non rappresenta-
re un rischio per il consumatore [10]. No-
nostante cio, data la varieta di composti e
la loro potenziale pericolosita, € importan-
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te sottolineare la necessita di un costante
monitoraggio dei prodotti alimentari con-
siderati maggiormente a rischio di conta-
minazione.

Un’altra categoria di integratori che sta ri-
scuotendo grande interesse tra i consuma-
tori & quella basata sull’utilizzo di funghi.
Tali ingredienti hanno mostrato la capaci-
ta di produrre numerosi composti bioatti-
vi, caratterizzati da comprovate proprieta
immunomodaulatrici, antimicrobiche ed an-
tidiabetiche, oltre che potenzialmente an-
titumorali.

Una delle maggiori problematiche legate al
controllo di qualita e alla sicurezza di questo
tipo di integratori & il rischio associato alla
presenza di proteine allergeniche estranee,
dovute alla presenza di insetti micofagi (es.
tropomiosina), come recentemente sottoli-
neato da un parere del Comitato Nazionale
per la Sicurezza Alimentare (CNSA) [11].
Ancora una volta, appare essenziale la di-
sponibilita di metodi analitici per il control-
lo di qualita di questi prodotti. Gli approcci
basati sull’analisi del DNA, gia utilizzati per
’autenticazione dei botanicals, rappresen-
tano un potente strumento di identificazio-
ne molecolare, soprattutto quando il rico-
noscimento morfologico dell’ingrediente
non & piu possibile.

A tal proposito la Dott.ssa Valeria Fochi,
dell’Universita del Piemonte Orientale, ha
presentato un metodo analitico innovativo
rapido basato sulla tecnica LAMP per au-
tenticare la presenza di Grifola frondosa
(Maitake) in integratori alimentari. G. fron-
dosa € un prodotto di alto valore commer-
ciale che ha dimostrato possedere B-gluc-
ani e glicoproteine con potenziali proprieta
immunomodulatorie, antimicrobiche e an-
tidiabetiche. Il metodo sviluppato ha per-
messo di individuare fino a 0,62 pg di DNA
genomico di Maitake in meno di 20 minuti
ed e stato in grado di rintracciare un ingre-
diente non dichiarato in etichetta in un pro-
dotto commerciale. Test di Real time PCR
sono stati inoltre effettuati sugli integratori
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contenenti ingredienti fungini per indivi-
duare tracce di insetto. Su sette integratori
analizzati, tre hanno mostrato un segnale
di amplificazione PCR positivo, dimostran-
do la presenza di DNA di insetto all’interno
del prodotto.

Questi approcci, in parallelo all’utilizzo di
test immunochimici specifici, potrebbero
essere utili nel controllo di ingredienti e in-
tegratori alimentari, permettendo di scon-
giurare la comparsa di possibili reazioni av-
verse di tipo allergico.

In conclusione, le tematiche affrontate,
seppur non esaustive, hanno permesso di
illustrare alcuni aspetti critici relativi alla
sicurezza d’'uso degli integratori alimenta-
ri, contribuendo, grazie anche alla ricca di-
scussione dei nuovi dati sperimentali, ad un
maggiore approfondimento e conoscenza
di tali prodotti.
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Differenze bhiologiche
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quali possibili applicazioni?
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Il 21° Congresso Nazionale della SITOX,
dedicato a “Pericolo, rischio e rapporto
rischio-beneficio” e tenutosi a Bologna
dal 20 al 22 febbraio, ha indubbiamente
affrontato tematiche che riassumono alcuni
dei principi cardine della Tossicologia.
Ma ha anche saputo dare ampio spazio
a relatori e relatrici di tutta Italia, in un
susseguirsi di sessioni orali, simposi e
poster, contribuendo alla realizzazione di
un meeting di grande attualita. Esempio
virtuoso é stato il simposio di Tossicologia
di Genere, la mattina del 21 febbraio.

Con un buon successo di pubblico, la
professoressa Patrizia Hrelia ha aperto i
lavori con una lectio sullo stato dell’arte
in materia di Tossicologia di Genere. Da
Bernardine Healy, prima donna, cardiologa
statunitense, a sottolineare I'importanza
dell’analisi delle differenze di diagnosi
e terapia tra uomini e donne in ambito
cardiologico, sino ai giorni nostri, con un
appello a chi oggi pud riscrivere in ogni
ambito, con la propria ricerca, un nuovo
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approccio alla terapia tenendo conto delle
differenze biologiche e di genere.

A moderare le esposizioni delle due giovani
relatrici del simposio di Tossicologia di
Genere, Monica Montopoli, associata
all’Universita di Padova, e Silvia De Francia,
associata all’Universita di Torino.

Veronica Cocetta, assegnista di ricerca
presso il Dipartimento di Scienze del
Farmaco a Padova, ha trattato il tema
del COVID-19 in ottica di differenze di
genere. Lavoro incardinato nel fatto che,
fin dall’esordio della pandemia, i dati
epidemiologici hanno mostrato che sia la
gravita sia la mortalita della malattia da
SARS-CoV-2 é risultata piu elevata nedgli
uominirispettoalledonne.L’adozionediuna
prospettiva informata sul sesso e sul genere
nella ricerca si &, infatti, dimostrata efficace
nel migliorare 'approccio farmacologico in
diverse aree terapeutiche sia negli uomini
sia nelle donne. Ed & noto che soggetti
maschili e femminili rispondano in modo
differente a svariate infezioni virali o
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agenti patogeni a causa di una differente
modulazione della risposta immunitaria
sia innata, sia adattativa. Veronica Cocetta
ha inoltre sottolineato che i dati della
letteratura suggerisconounruolo protettivo
degli estrogeni nell’infezione da COVID-19,
mediante la regolazione delle citochine
correlate allimmunita e all’inflammazione,
mentre, al contrario, il testosterone ha
effetti principalmente soppressivi sulla
funzione immunitaria. A causa di questa
disparita di genere, dunque, diverse linee di
ricerca hanno ipotizzato che l'uso di terapia
ormonale esogena e dei modulatori dei
recettori degli ormoni sessuali potrebbe
fornire un potenziale terapeutico per i
pazienti COVID-19. Uno studio del 2020
ha dimostrato come pazienti con cancro
alla prostata in terapia di deprivazione
androgenica risultassero parzialmente
protetti da infezione da SARS-CoV-2. Studi
piu recenti hanno confermato il ruolo degli
androgeni e del recettore androgenico nel
COVID-19, suggerendo come la sensibilita
agli androgeni possa essere un fattore
importante nella regolazione della severita
della malattia. Nell'ottica di validare |l
coinvolgimento ormonale nella risposta
a SARS-CoV-2, la dott.ssa Cocetta ha
presentato al simposio uno studio eseguito
su donne affette da tumori ovarici e al seno,
in terapia con anti-estrogeni. | risultati
hanno mostrato una ridotta prevalenza di
infezione in pazienti in trattamento con
modulatori selettivi dei recettori degli
estrogeni (SERM), ma non in pazienti in
trattamento con farmaci che inibiscono
la sintesi degli estrogeni. Questi risultati
hanno suggerito un ruolo off-target dei
SERM, che, verosimilmente, comporta
un’alterazione del meccanismo di fusione
tra virus e cellula, come gia osservato in
studi su altri virus (MERS-CoV ed Ebola).
Il lavoro presentato da Veronica Cocetta
puo, in sostanza, rappresentare una risorsa
pratica in ambito di terapia COVID-19, con
un focus ben centrato sulle differenze

biologiche, utile in ambito di Farmacologia
di Genere.

Sarah Allegra, invece, assegnista di ricerca
presso il Dipartimento di Scienze Cliniche
e Biologiche dell’Universita di Torino, ha
trattato il tema del glifosato. Tema discusso
alungo a livello mediatico e che ha prestato
il fianco ad approfondimenti anche in
sede del simposio. Il glifosato & l'erbicida
piu diffuso al mondo perché in grado,
almeno temporaneamente, di eliminare
rapidamente tutta la vegetazione. Trova
largo impiego come erbicida nelle colture
legnose, orticole e cerealicole, oltre che
in ambito industriale, nei campi sportivi e
nelle aree gioco per bambini. Tra i derivati
del glifosato, il piu stabile e abbondante &
lacido amminometilfosfonico (AMPA). Il
glifosato & classificato, secondo la Direttiva
67/548/CEE, come irritante pericoloso per
'ambiente con le frasidirischio R41e R51/53.
Ma, dato il largo impiego, persone, piante e
animali possono essere facilmente esposti.
A novembre 2017 la Commissione Europea
ha concesso un’approvazione quinquennale
per gli erbicidi a base di glifosato, con
successiva estensione al 15 dicembre 2023.
Ad oggi, perd, la sicurezza di tale sostanza
& ancora in discussione. E stato riportato
che le intossicazioni acute dovute alla sua
ingestione colpiscono fortemente il sistema
cardiovascolare, oltre a causare sintomi
gastrointestinali e respiratori, ipotensione e
alterazione della coscienza. Alcuni studi in
vitro su diverse linee cellulari di mammiferi
hanno dimostrato che il glifosato &
geno, cito e reprotossico. Diversi sono,
inoltre, gli effetti sulla fertilita femminile
e maschile: il glifosato interagisce con
il recettore degli estrogeni a attivando
la trascrizione degli elementi reattivi
agli estrogeni, alterando [I'espressione
genica del sistema steroidogenico e,
di conseguenza, l'omeostasi ipofisaria,
modificando la produzione di LH, FSH,
progesterone, estradiolo e testosterone.
Inoltre, l'esposizione tra uomo e donna
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e profondamente diversa, perché sono
state rilevate tracce di glifosato anche
negli assorbenti interni. Alla luce di tutte le
informazioni ad oggi presenti in materia di
glifosato, la Dott.ssa Allegra ha presentato
in sede di simposio un metodo rapido,
economico e affidabile per determinare la
concentrazione di glifosato ed AMPA in
campioni biologici. Risulta di fondamentale
importanza, infatti, poter determinare
con esattezza le concentrazioni di tali
sostanze, al fine di poterle correlare con
eventuali effetti biologici. La procedura
cromatografica presentata e stata
sviluppata e validata secondo i criteri UNI
CEl EN ISO/IEC 17025:2018 e secondo le
linee guida EURACHEM. Il protocollo di
estrazione ¢ stato testato su plasma umano,
farina, miele, acqua. Il metodo presentato
da Sarah Allegra pud rappresentare una
risorsa pratica perapplicazionisperimentali,
mediche, di controllo qualita e alimentari,
senza dimenticare il diverso ruolo che tali
sostanze potrebbero rivestire in ottica di
tossicologia di genere.

Dare spazio a voci giovani nella ricerca
vuol dire da un lato sostenere negli intenti
il lavoro di queste persone, ma anche spen-
dersi per lasciare spazio a nuovi approcci,
quale quello gender-oriented, impiegabile
in modo utile in ambito sia di Farmacologia,
sia di Tossicologia di Genere.
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Riflessioni intorno al concetto di
rapporto rischio-beneficio
nell’addiction e nel suo trattamento

Sarah Vecchio*, Matteo Pacini**, Lorenzo Somaini*

La valutazione del rapporto rischio-benefi-
cio nel contesto del trattamento di una pa-
tologia & strumento necessario alla tutela
della salute ed etico sotto il profilo dell’evi-
denza scientifica. Tale concetto merita tut-
tavia alcune riflessioni peculiari se applica-
to al tema dell’'addiction e della sua terapia.
Innanzitutto sembra ancora necessario ri-
badire il concetto di addiction quale, ap-
punto, malattia, approccio che non puo piu
essere esente dalla massima condivisione e
accettazione. Storicamente la dipendenza
€ stata spesso considerata come un distur-
bo dell’autocontrollo e della forza di volon-
ta personale, specchio della debolezza di
carattere di un individuo propenso alla de-
vianza sociale o all'indugiare nel “piacere”,
pensiero che ¢ alla base della stigmatizza-
zione sociale di pazienti, famiglie, operatori
e piu in generale del sistema di cura. Ampie
fasce di popolazione sono ancora convinte
che le persone affette da dipendenza sia-
no consumatori incalliti, viziati dello sbal-
lo, che non sanno rinunciare alla droga o

*Servizio per le Dipendenze ASL Bl
**VP Dole Dual Diagnosis Research Group, Pisa

non vogliono farlo e che la giusta cura ri-
siede nella forte volonta. In alternativa, per
chi sceglie la via della pieta, persone fragili
che cercano una falsa soluzione nella dro-
ga, per poi rimanerne soggiogati a causa
dell’astinenza. Due sentire opposti, errati
in maniera equivalente. Fatto ancora piu
grave é la convinzione che non ci sia alcun
trattamento disponibile ed efficace, e che
la ricerca in questo campo sia ancora agli
inizi. Pensiero diametralmente opposto, ma
altrettanto scorretto e pericoloso, € che sia
I'illegalita a rendere pericolose le droghe,
come a voler tracciare un parallelo tra dro-
ga e liberta, spesso confondendo la liberta
di assumere droghe con parte dell’effetto
di alcune di esse.

Alla luce dei progressi sulla comprensione
dei meccanismi neurobiologici che sotten-
dono alla dipendenza e alle sue implica-
zioni, & ora ampiamente riconosciuto che
I'addiction € una “malattia medica cronica
e curabile che coinvolge interazioni com-
plesse tra i circuiti cerebrali, la genetica,
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lambiente e le esperienze di vita dell’indi-
viduo”, in seguito alla quale le persone che
ne sono affette “fanno uso di sostanze o
mettono in atto comportamenti che diven-
tano compulsivi e spesso continuano nono-
stante le conseguenze dannose” e per trat-
tare la quale “gli sforzi di prevenzione e gli
approcci terapeutici hanno generalmente
lo stesso successo di quelli per altre malat-
tie croniche” [ASAM - American Society of
Addiction Medicine, Board of Directors, 15
settembre 2019]. La stessa Organizzazione
Mondiale della Sanita (OMS) riconosce che
“la dipendenza (da oppiacei) pud essere
considerata come una condizione medica,
con complessi fattori determinanti di tipo
sociologico ed individuale, caratterizza-
ta da una serie di sintomi con implicazioni
prognostiche a lungo termine e per le quali
0ggi esistono opzioni terapeutiche”.

L’evidenza scientifica ha ormai ampiamen-
te dimostrato che la dipendenza & una
malattia che modifica il comportamento
motivato colpendo i circuiti neurobiologi-
ci che sottendono al piacere, alla memoria
e allapprendimento, e non una malattia
dell’intenzione, che anzi & contraria, per
cui agli esordi non ¢ il livello propriamente
umano consapevole-intenzionale ad esse-
re intaccato, ma semmai quello animale e
istintuale-volitivo. La dipendenza & infatti
una malattia possibile anche negli animali.
Uno dei piu noti ricercatori in questo cam-
po la spiega cosi: “Ogni sostanza assue-
facente usata dalla gente viene anche au-
to-somministrata dai topi e dalle scimmie.
Se noi organizziamo un dispositivo per il
quale quando un animale preme una leva
gli viene somministrata un’iniezione endo-
venosa di eroina, quell’animale premera la
leva ripetutamente escludendo altre attivi-
ta (come cibo, sesso etc) e diventera dipen-
dente da eroina. Un topo assuefatto all’e-
roina non sta ribellandosi contro la societa,
non é vittima di circostanze socio-econo-
miche, non & un prodotto di una famiglia
disfunzionale e non é affatto un criminale.
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Quel comportamento del topo € semplice-
mente controllato dall’azione dell’eroina nel
suo cervello”. Per molti questa visione & ri-
duzionistica, cioé riduce il mondo psichico
delluomo a quello, peraltro non sondabile,
dell’animale. Essa e al contrario la dimostra-
zione di come la malattia dipendenza non
riguardi solo il livello spirituale o superiore
del vissuto umano e dell’identita dell’indi-
viduo, ma anche e soprattutto la sua strut-
tura di base e il cervello nello specifico, che
pud ammalarsi come qualsiasi altro organo.
Non & quindi sulla spiritualita che si pud far
leva per guarire la dipendenza, cosi come
non si farebbe leva sull’lagonismo per gua-
rire la frattura di un atleta. Se mai il rispetto
per l'identita dell’individuo e il culto della
realizzazione di sé nelle proprie aspirazioni,
valori e progetti pud essere un modo per
favorire 'applicazione delle cure alla malat-
tia, a salvaguardia dello spirito delle perso-
ne malate.

Il rischio, inteso come probabilita che si
verifichi un evento avverso, di considerare
’'addiction altro che una malattia € quello
di cercare soluzioni non terapeutiche, ma
ideologiche (intese indifferentemente in
senso antiproibizionista che proibizionista)
e di affidarne la “gestione” (che non avreb-
be motivo di essere intesa come processo
di diagnosi, cura e riabilitazione) a soggetti
non culturalmente e professionalmente pre-
parati e mossi da finalita diverse da quelle
curative, con un conseguente incremento e
aggravamento delle conseguenze sanita-
rie e sociali, sia per il singolo cittadino che
per I'intera comunita. Esempi agli estremi
opposti sono in questo senso le proposte
di legalizzazione degli stupefacenti da una
parte e la negazione dell’efficacia degli
strumenti terapeutici attualmente applicati
dall’altra.

Benefici di tale posizione non & possibile
individuarne.

Il secondo elemento da considerare ¢ il
persistere del concetto di trattamenti “so-
stitutivi’, come se i farmaci prescritti e
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somministrati per la cura della dipendenza,
in particolare da oppiacei, andassero sem-
plicemente a “rimpiazzare” la sostanza re-
sponsabile della patologia mantenendo di
fatto il malato nella sua condizione, invece
di avere come obiettivo la stabilizzazione
del quadro clinico. Si parla nello specifico
dei trattamenti con farmaci agonisti oppio-
idi, quali metadone e buprenorfina, consi-
derati ancora da alcuni “eroina di stato”.

E ormai noto e indiscutibile che la dipen-
denza consiste nella perdita del controllo
sul comportamento di ricerca della sostan-
za, si stabilisce dopo un periodo di uso e
persiste anche se 'uso subisce temporanee
interruzioni, a causa di modificazioni neu-
robiologiche a lungo termine in alcune aree
cerebrali che sottendono ai meccanismi
del piacere, della memoria e dell’appren-
dimento. La dipendenza & quindi definibile
come malattia recidivante consistente nel-
la perdita del controllo sulla ricerca di una
sostanza, con fasi di interruzione del con-
sumo alternate a fasi di ricaduta. A livello
terapeutico I'approccio piu efficace & quel-
lo che produce un controllo automatico sul
pensiero e sul comportamento della perso-
na, in modo da estinguere la spinta della
sostanza, e gli strumenti che modificano
la dipendenza con questo meccanismo si
dicono “anticraving”. L’eroina & stata utiliz-
zata in alcuni paesi per soggetti resistenti
al trattamento nell’lambito di progetti speri-
mentali di riduzione del danno, ma non puo
essere per questo considerata una misura
terapeutica. Questa ¢ la differenza tra dro-
ghe illegali e farmaci oppiacei legali (me-
tadone e buprenorfina): le droghe produ-
cono malattia e la mantengono, i farmaci
sono tali perché curano la malattia e man-
tengono I'equilibrio.

A questa visione “sostitutiva” del tratta-
mento si collega la difficolta nel consi-
derare la dipendenza come una malattia
cronica e la conseguente valorizzazione
dei regimi di disintossicazione piu che dei
trattamenti a lungo termine. Se per altre

malattie croniche (ipertensione, diabete),
laggravamento del quadro clinico alla so-
spensione del trattamento & indice dell’ef-
ficacia di quel trattamento, che va quindi
proseguito, nell’addiction la recidiva dopo
la sospensione della terapia tende inespli-
cabilmente ad essere vista come inefficacia
della terapia stessa.

Le linee guida OMS riportano al contrario
che “fra le opzioni terapeutiche esaminate,
il trattamento di mantenimento con agoni-
sti degli oppiacei, associato a trattamenti
psicosociali, & stato riconosciuto come il
piu efficace”, “il trattamento disintossicante
mirato all’astinenza (a differenza del tratta-
mento di mantenimento) da scarsi risultati
nel lungo termine” e ancora “per garantire
massimi standard di sicurezza ed efficacia
dei programmi terapeutici di mantenimen-
to con agonisti, le normative e i regolamen-
ti devono incoraggiare metodiche flessibili
di dosaggio, che prevedano basse dosi di
partenza e alte dosi di mantenimento, e
senza imporre restrizioni sui dosaggi e sulla
durata del trattamento”. In sostanza la di-
sintossicazione, intesa come somministra-
zione della terapia per un breve periodo di
tempo, € inefficace nel risolvere la malattia
e diventa solo un “intermezzo”, magari be-
nefico ma inconcludente, tra una ricaduta
e laltra.

Trattandosi di malattia cronica recidivan-
te, basata su alterazioni che non recedono
a breve-medio termine, la terapia farma-
cologica deve proseguire a lungo termine
per essere efficace. Per la dipendenza da
oppiacei la strategia terapeutica che da i
risultati migliori € quella consistente nel
mantenimento con metadone e buprenor-
fina. E noto, infatti, che programmi di di-
sintossicazione a breve e medio termine
incrementano le recidive di malattia e la
mortalita da overdose, fenomeno “elastico”
in rapporto all’assuefazione/tolleranza: piu
si & assuefatti/tolleranti all’eroina, minore &
la probabilita di un’overdose. Il tossicoma-
ne che smette di assumere sostanze, in bre-
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ve ritorna pienamente sensibile agli effetti
dell’eroina e quindi vulnerabile all’overdose,
tornando nell’lambiente in cui si era amma-
lato con un desiderio (craving) ancora vivo
ed esplosivo e senza strumenti per difen-
dersi. Da anni le ricerche dimostrano che
'overdose colpisce soprattutto i soggetti
alluscita dal carcere, dopo l'abbandono
di programmi di mantenimento con far-
maci agonisti contro il parere dei medici o
dopo qualsiasi tipo di disintossicazione an-
che secondo il parere dei medici. Tutti quei
soggetti insomma che si credono, o gli al-
tri credono, “guariti”’, come se la ricaduta
non esistesse, e fosse solo una possibilita
per chi se la va a cercare. In Italia si stima
che il rischio di morte scenda da 8,9%o. al
41%0 nel primo anno di cura metadonica,
e al 1,9%o0 se la cura procede. Destino ben
diverso ¢ il destino dei disintossicati: in uno
studio la mortalita totale & del 21,6%o, di cui
9,2%0 per overdose in un gruppo di 1730
che si sottopone a disintossicazione con
metadone, contro valori di 11,6%0 e 3,7%o
per i 1726 che invece seguono una terapia
di mantenimento con lo stesso farmaco.

E di solito sottointeso, quando si dice di
un farmaco che “funziona”, che il funzio-
namento sia previsto ad una determinata
dose e quando venga assunto per un de-
terminato tempo. Cosi come la febbre non
passa se l'antipiretico € somministrato in
briciole o una polmonite non guarisce se
I'antibiotico viene prescritto ad un quarto
della dose efficace per pochi giorni, cosi
gli studi hanno dimostrato che pazienti
che non ricevono un trattamento per la di-
pendenza a dosi adeguate e per la durata
necessaria hanno piu probabilita di incorre-
re in recidive di malattia, di svilupparne le
complicanze cliniche e di andare incontro
ad overdose e decesso.

Il rischio di considerare i trattamenti con
agonisti oppiacei come inefficaci o addi-
rittura “immorali”’, o di prevederli esclusi-
vamente in regimi di disintossicazione, &
quindi quello di non curare la dipendenza,
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lasciare i soggetti privi di strumenti per
contrastare la recidiva di malattia dopo in-
terventi di disintossicazione a breve e me-
dio termine, e renderli piu vulnerabili al ri-
schio, mortale, dell’overdose.

Benefici di tale posizione non & possibile
individuarne.

La quarta problematica che & possibile in-
dividuare in tema di rapporto rischio-bene-
ficio nel campo dell’addiction ¢ |la tendenza
ad una banale e superficiale generalizzazio-
ne del fenomeno della “dipendenza”, met-
tendo in una sorta di unico contenitore tut-
to cid che riguarda sostanze e consumatori,
oppure al contrario insistendo nel voler di-
stinguere le sostanze in termini di legge-
rezza e di pesantezza di effetti a breve e
lungo termine, inconsapevoli della com-
plessita della materia. Allo stato attuale la
patologia da dipendenza si configura come
un insieme di quadri clinici estremamente
diversificati, a partire dal tipo di sostanza,
dai quadri di poliabuso, dalle comorbidita
mediche, infettivologiche e psichiatriche
associate e dai fattori socio-ambientali che
le sottendono. Cambiano le modalita di as-
sunzione, le tipologie di sostanze, le cono-
scenze sui fattori predisponenti e si modifi-
cano gli strumenti diagnostici e terapeutici.
Il consumo di eroina avviene, almeno nelle
fasi iniziali dell’esposizione, sempre piu per
via inalatoria e non iniettiva e con il tempo
si struttura spesso come poliabuso in as-
sociazione alla cocaina, anch’essa fumata
sotto forma di crack. Nel tempo abbiamo
assistito ad un incremento nella potenza
dei derivati della cannabis, con concentra-
zioni di principio attivo nettamente supe-
riori al passato e quindi in grado di indurre
quadri psicopatologici piu gravi e frequen-
ti, in particolare se I'esposizione inizia pre-
cocemente. Le cosiddette Nuove Sostanze
Psicoattive, pur mimando gli effetti delle
sostanze piu conosciute, lo fanno con una
potenza di effetto nettamente superiore e
il consumo & gravato dalla difficolta di in-
tercettazione e di diagnosi dei quadri clinici
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associati. Gli strumenti terapeutici si stanno
diversificando per essere sempre piu com-
patibili con trattamenti a lungo termine, allo
scopo di impattare il meno possibile sulla
qualita di vita dei pazienti (formulazioni in
compresse, farmaci long acting, etc), cosi
come avviene per qualsiasi altra patologia
cronica che richiede un’elevata compliance
del paziente. Il consumo di sostanze legali,
quali l'alcol, va contestualizzato e inserito
in un dibattito scientifico che non pud esi-
mersi dal confronto con la realta socio-cul-
turale del paese in cui viene portato avanti,
consapevoli delle enormi conseguenze sul
piano socio-sanitario, soprattutto in alcune
fasce di popolazione quale quella adole-
scenziale. Sempre in questo ambito 'abuso
di farmaci da prescrizione (come ansioliti-
ci, antidepressivi e psicoattivi in generale)
va monitorato e individuato precocemente,
con la stessa dovuta attenzione con la qua-
le si prevengono e si contrastano il misuso
e la diversione di altri farmaci. E ancora la
ricerca scientifica deve essere sostenuta
nello sforzo di individuare trattamenti effi-
caci per quei quadri che ancora oggi non
trovano risposte sufficienti, come la dipen-
denza da stimolanti.

Il rischio di non applicare tale approccio
di complessita alla patologia “addiction” &
quello di banalizzare e appiattire le strate-
gie di intervento, dalla prevenzione, al con-
trasto sociale alle risposte terapeutiche,
rendendole non appropriate, inefficienti e
inefficaci. Nel tempo i servizi che si occupa-
no di dipendenze hanno fatto, e continua-
no a fare, lo sforzo di rendersi servizi mul-
tispecialistici e multidisciplinari in grado di
offrire le migliori competenze e risposte
terapeutiche alle differenti problematiche
di salute di tutta la popolazione, di quella
esposta al consumo cosi come di quella
affetta da quadri strutturati e cronicizzati
di addiction, anche nonostante i tentativi
di collocare tali attivita all’interno di con-
tenitori organizzativi non idonei, prescin-
dendo dall’appropriatezza delle cure e dai

diritti alle stesse. | concetti e le strategie di
governance clinica che sono alla base della
gestione di qualsiasi altro ambito sanitario
sempre piu sono applicati anche al setto-
re delle dipendenze dai professionisti che
Vi operano, mediante lo studio del patient
Jjourney dei pazienti, di strategie per mi-
gliorare tutte le dimensioni della qualita, di
percorsi diagnostico-terapeutici assisten-
ziali disegnati sulla complessita dei sogget-
ti che vi entrano e degli indicatori necessari
alla valutazione dei processi e degli esiti.
Parallelamente la carenza formativa che, a
tutt’oggi, persiste nel campo della medicina
delle dipendenze, disciplina complessa che
attualmente non viene di fatto insegnata
durante il corso di Laurea in Medicina e Chi-
rurgia cosi come durante i percorsi formati-
vi di altre figure professionali, si traduce nel
mancato riconoscimento della dignita del-
la disciplina stessa e di conseguenza della
patologia, contribuendo inoltre a rendere
privo di interlocutori, che siano riconosciuti
come idonei e privilegiati, un dibattito sulla
materia.

Benefici di tale posizione non & possibile
individuarne.

In conclusione, la valutazione del rapporto
rischio-beneficio, anche nel campo dell’ad-
diction e del suo trattamento, & uno stru-
mento che pud essere applicato esclusi-
vamente da tecnici che abbiano concrete
e specialistiche competenze nella mate-
ria. Qualsiasi altro approccio, ideologico o
mosso da interessi di altra natura, sostenu-
to da chi non ha fatto i conti con il fatto che
il cervello pud ammalarsi e danneggiarsi
anche in modo irreparabile, rischia concre-
tamente di privare pazienti e cittadini degli
strumenti necessari a prevenire la malattia
e del diritto ad una cura appropriata ed ef-
ficace, in assenza di benefici di possibile in-
dividuazione.
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L’aumento dell’esposizione perinatale a
droghe, sostanze di abuso, agenti patoge-
ni o deficit nutrizionali potrebbe spiegare
in parte l'elevata prevalenza dei disturbi
neuropsichiatrici che si sono verificati ne-
gli ultimi decenni. In particolare, il cervello
in via di sviluppo & particolarmente vulne-
rabile all’alcol: bere durante la gravidanza
pud portare a una serie di disturbi fisici,
dellapprendimento e del comportamento
nel neonato e provocare alterazioni mo-
lecolari persistenti dei circuiti neuronali
clinicamente definiti con il termine sindro-
me feto-alcolica (Fetal Alcohol Spectrum
Disorders; FASD). La FASD & una patolo-
gia poco riconosciuta (incidenza globale
0,77%; Lange et al., 2017) che comprende
alterazioni dello sviluppo indotte dall’alcol,
che persistono nell’eta adulta, con mecca-
nismi che non sono ancora completamente
chiariti. Durante il 21° Congresso Nazionale
della SITOX abbiamo presentato un simpo-
sio che ha avuto come obiettivo quello di
analizzare gli effetti dell’alcol sul neurosvi-

Azienda Ospedaliero Universitaria Careggi, Firenze

luppo, dall’eta fetale all’ladolescenza, attra-
verso un’analisi clinica e preclinica, fornen-
do esempi su come l'alcol possa portare
alle alterazioni funzionali e comportamen-
tali, attraverso approcci molecolari, elet-
trofisiologici e analisi comportamentali, dai
meccanismi molecolari alle prospettive te-
rapeutiche.

Il simposio € iniziato con la presentazione
del Prof. Luigi Tarani (Pediatra, Genetista
e Professore Associato di Pediatria pres-
so la Sapienza Universita di Roma) che ha
descritto le caratteristiche cliniche della
FASD. Questa sindrome eterogenea e com-
plessa si manifesta attraverso una serie di
sintomi che comprendono alterazioni fisi-
che, neurologiche, cognitive e comporta-
mentali (Hoyme HE et al.,, 2016). Nonostan-
te la FASD rappresenti un’importante causa
di ritardo mentale, nella maggior parte dei
casi e sotto diagnosticata (Rangmar J et al.,
2015), e quando possibile, la diagnosi & ge-
neralmente tardiva a causa della sua com-
plessita. Spesso la diagnosi € una diagnosi
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di esclusione, perché non esiste attualmen-
te un test genetico o biomolecolare che
possa confermare questa patologia. La dif-
ficolta nella diagnosi € legata a motivi rela-
tivi a stigma sociali, alla complessita della
diagnosi della sindrome stessa, all’interpre-
tazione delle anomalie facciali e alla pre-
senza di particolari caratteristiche che pos-
sono manifestarsi anche in altre condizioni
patologiche, come il deficit della attenzio-
ne e iperattivita (McLennan JD, 2015). Molti
individui affetti da sindrome feto alcolica
infatti, sviluppano alterazioni neurologiche
lievi, come piccoli deficit nel quoziente in-
tellettivo, dell’attenzione o della memoria,
che perd non richiamano l'attenzione clini-
ca (Rangmar J et al., 2015, Mattson SN et
al., 1997), proprio perché sono difficilmente
diagnosticabili e spesso in eta avanzata. Vi-
sto che non si conosce la soglia del danno
teratogeno dell’alcol, si consiglia (impone)
la tolleranza zero verso il suo uso in gra-
vidanza. Sfortunatamente, non esiste una
cura per la FASD e i meccanismi molecolari
alla base di questa patologia sono ancora
pOCO conosciuti.

La seconda presentazione del simposio,
esposta dalla Dr.ssa Elisabetta Gerace, (ri-
cercatrice presso il Dipartimento di Scienze
della Salute dell’Universita degli Studi di Fi-
renze) ha affrontato proprio questo tema,
andando ad analizzare i meccanismi mole-
colari alterati dall’'esposizione all’alcol du-
rante il neurosviluppo in modelli sperimen-
tali in vitro e in vivo. In questi studi, & stato
individuato un meccanismo di regolazione
della neurotrasmissione dei recettori per il
glutammato di tipo AMPA, recettori canale
che regolano la neurotrasmissione eccita-
toria rapida del sistema nervoso centrale. E
stato osservato infatti che I'esposizione cro-
nica all’etanolo induce la produzione di due
specifici microRNA (mir-137 e il mir-501-3p)
in fettine di ippocampo di ratto che, attra-
verso un meccanismo di repressione tradu-
zionale di una delle subunita del recettore
AMPA (denominata GIuAl) andrebbero a
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inibire I'espressione del recettore, portan-
do a una riduzione sia dell’espressione pro-
teica che funzionale (risposta elettrica).
Questa inibizione & mediata dal recettore
metabotropico del glutammato di tipo 5
(MmGIub). Infatti, 'applicazione dell’antago-
nista selettivo per 'mGIlu5 MPEP ha ripri-
stinato sia la over-espressione dei miRNA
indotta dall’alcol che i cambiamenti funzio-
nali AMPA-mediati nei neuroni ippocampali
della CAl Queste alterazioni sono state poi
validate in un modello murino di esposizio-
ne prenatale all’alcol. Esperimenti condotti
in topi pre-adolescenti esposti a etanolo
durante il primo trimestre di gestazione,
hanno mostrato una riduzione significati-
va della risposta AMPA mediata registra-
ta in ippocampo, associata ad un’alterata
espressione delle proteine sinaptiche ec-
citatorie. Inoltre, questi topi presentano
una significativa riduzione della curva di
crescita, in accordo con quanto osservato
nei bambini FASD. In particolare, i risultati
di questo studio suggeriscono che I'espo-
sizione prenatale all’etanolo porta ad una
disfunzione della neurotrasmissione eccita-
toria, che potrebbe essere responsabile di
alterazioni del neurosviluppo e contribuire
alla comprensione della patogenesi della
FASD. Inoltre, il meccanismo di regolazio-
ne, mediato da specifici microRNA (mir-137
e 501-3p) e dai recettori mGlu5, potrebbe
indicare due potenziali target di intervento
per la terapia di questa patologia.

La terza presentazione del simposio, espo-
sta dalla Dr.ssa Esi Domi (ricercatrice della
Scuola di Scienze del Farmaco e dei Pro-
dotti della Salute, dell’Universita di Cameri-
no), ha mostrato come lo stress vissuto du-
rante il periodo postnatale sia un fattore di
rischio nello sviluppo del disturbo da uso di
alcol in eta adulta. Il modello di stress spe-
rimentale & stato quello della separazione
materna dei cuccioli di ratto dalla madre, un
modello ben consolidato nel contesto del-
la ricerca preclinica sull’alcol. In particolare,
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maschi e femmine di ratti geneticamente
selezionati per la loro alta preferenza alco-
lica, i Marchigian Sardinian alcol preferring
(mSP), e ratti Wistar sono stati sottoposti
a lievi privazioni sociali ripetute durante
la terza settimana dopo la nascita. Gli ef-
fetti dell’isolamento sociale precoce (ESI)
sono stati poi analizzati a livello del sistema
dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene, sistema
extraipotalamico e sul comportamento di
disturbo da alcol in eta adulta. Nello spe-
cifico sono stati monitorati i livelli di corti-
costerone, I'espressione genica e proteica
dei recettori per i glucocorticoidi (GR) nel-
la corteccia prefrontale (PFC) e 'amigdala
(AMG), ed i comportamenti correlati all’al-
col dal giorno postnatale 35 (PND35). | ri-
sultati hanno mostrato che 'ESI induce una
maggiore espressione di GR nella PFC dei
ratti mSP maschi e una significativa riduzio-
ne dell’espressione di GR nella PFC dei ratti
femmina Wistar isolate. A livello dell’AMG,
lisolamento materno non ha indotto cam-
biamenti di espressione del GR e non ha
alterato i livelli di corticosterone. La yohim-
bina, antagonista dei recettori adrenergici
a2, utilizzata come fattore di stress farma-
cologico, ha portato ad un aumento di as-
sunzione di alcol in entrambe le linee di rat-
to (ratti Wistar e mSP) indipendentemente
dall’ESI. Mentre dopo un periodo di estin-
zione, le femmine di ratto mSP risultano
piu sensibili agli effetti della ricaduta all’al-
col indotta dalla yohimbina. Nel comples-
so, i risultati di questo studio indicano che
I'isolamento sociale precoce, seppur lieve,
influenza I'espressione dei recettori GR in
maniera dipendente dal ceppo e dal sesso.
Una maggiore funzionalita del sistema GR
in risposta all’ESI| potrebbe conferire invece
ai ratti mSP maschi un ruolo protettivo e
una risposta adattiva allo stress prevenen-
do la ricaduta nell’uso di alcol.

La quarta presentazione del simposio, pre-
sentata dalla Dr.ssa Valentina Castelli (as-
segnista di ricerca presso il Dipartimento

di Biomedicina, Neuroscienze e Diagnosti-
ca Avanzata dell’Universita degli Studi di
Palermo) e stata centrata sui recenti dati
ottenuti dal gruppo di ricerca in Neuropsi-
cofarmacologia, diretto dalla Prof.ssa Carla
Cannizzaro, sull'impatto dell’alcohol binge
drinking (ABD) sulla reattivita emotiva e
la risposta allo stress psicosociale in ado-
lescenza. L’engagement del binge drinking
tra gli adolescenti, il modello di bevuta tipi-
co delle regioni del Nord-Europa caratteriz-
zato dal consumo di alcolici fuori pasto in
quantita intossicanti, mette a rischio il neu-
rosviluppo di regioni cruciali per il controllo
emotivo e strategie di coping al contesto
socio-culturale. La ricerca finanziata dalla
European Foundation for Alcohol Resear-
ch, ha catturato un’istantanea delle abitu-
dini di consumo di alcol e le relative moti-
vazioni, nonché la vulnerabilita a un profilo
psicopatologico negli studenti delle scuole
superiori del Sud ltalia. L’Alcohol Use Di-
sorder Identification Test - Consumption
(AUDIT-C) ha permesso di rilevare che del
totale di 759 studenti intervistati di entram-
bi i sessi, dai 18 ai 20 anni, '85% consuma
alcol e, tra questi, il 28% & binge drinker,
con prevalenza simile tra i due sessi. | dati
ottenuti dal Drinking Motives Questionnai-
re-Revised Short Form mostrano che l'in-
put verso il binge drinking & generato da
Coping drinking motive - dalla necessita di
attenuare le emozioni negative - Confor-
mity motive - per evitare il rifiuto sociale
- e Enhancement motive - dalla necessita
di migliorare il proprio umore. Questi dati, i
primi del capoluogo Siciliano, confermano
che anche nel territorio del mediterraneo
con il piu forte core tradizionale e cultura-
le, il pattern di bevuta si sta allineando al
modello nordico. Infine, elevato score AU-
DIT-C, indicativo del pattern di binge-drin-
king, € predittivo del profilo psicopato-
logico rilevato mediante il Millon Clinical
Multiaxial Inventory-Third Ed. Il dato clinico
ottenuto non permette di indicare una re-
lazione temporale dell’insorgenza del pat-
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tern di bevuta binge e del profilo psicopa-
tologico, ostacolando l'implementazione
di interventi specifici. Pertanto, € stato im-
piegato il modello animale in cui i ratti ma-
schi adolescenti sono stati esposti all’alcol
mediante un paradigma intermittente bin-
ge-like e testati per un fenotipo vulnerabile
alla disregolazione emotiva durante l'asti-
nenza prolungata. Nello specifico, dopo 10
giorni dall’ultima esposizione all’alcol, i ratti
sono stati valutati per il comportamento
anxiety-like nel test di interazione sociale e
nel novelty suppressed feeding test e per
i livelli di resilienza tramite il forced swim-
ming stress test. Infine, una coorte separata
di ratti maschi adolescenti & stata valutata
per la reattivita dell’asse ipotalamo-ipofi-
si-surrene mediante esposizione al para-
digma di stress sociale. | ratti adolescenti
esposti al binke-like alcol mostrano un ele-
vato /integrated z-score per I'ansia, indotta
dall'interazione sociale e da un contesto
ambientale nuovo; una riduzione del nume-
ro dei tentativi di fuga nel forced swimming
stress che suggerisce una ridotta resilienza
allambiente avverso; livelli di corticoste-
rone basali piu elevati, contro una blanda
risposta allo stress sociale, rispetto ai ri-
spettivi controlli. Nel complesso, i risultati
preclinici suggeriscono che ’ABD in adole-
scenza induce il verificarsi di una disrego-
lazione emozionale e di un’alterata risposta
allo stress, sia da un punto di vista compor-
tamentale che neurobiologico. Questi dati
hanno una grande rilevanza traslazionale,
poiché forniscono una chiave interpretativa
per considerare il binge drinking come un
fattore di vulnerabilita nell’affrontare le sfi-
de tipiche della giovane eta, consolidando
la necessita dell'implementazione di strate-
gie di prevenzione e di recupero.
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Introduzione

La Cannabis & stata utilizzata per scopi te-
rapeutici per millenni. Nel corso degli anni,
sono stati scoperti i suoi principi attivi, i
cannabinoidi, con proprieta farmacologi-
che utili nel trattamento di diverse pato-
logie. Negli ultimi anni, molti Paesi hanno
normato I'impiego a fini terapeutici di Can-
nabis, compresa |’ltalia. Tuttavia, l'utilizzo
di Cannabis a fini terapeutici presenta an-
che rischi e sfide che richiedono una atten-
ta valutazione e un regolamento adeguato.
In questo articolo si discutera degli aspetti
botanici, chimico-farmaceutici, legislativi,
farmacologici, tossicologici e bioetici di
valutazione del rischio dell’utilizzo di Can-
nabis ad uso medico in Italia.

Parole chiave

Cannabis, farmaco-tossicologia, bioetica,
gestione del rischio.

Botanica

La Cannabis appartiene alla famiglia delle
Cannabaceae e il suo habitat originario &
I’Asia centrale acclimatatasi e coltivata in
diversi altri Paesi, dall’Europa allAmerica.
La coltivazione ¢ limitata e ristretta da ac-
cordi e normative nazionali e internazionali
[1]. E una pianta erbacea, dioica, annuale
o perenne, dotata di notevole variabilita
morfo/fisiologica, con forme tardive e pre-
coci, diverse anche per aspetto delle foglie
e dei semi. Generalmente presenta lunga
radice a fittone, fusto ruvido con altezza
variabile, dagli 80 centimetri ai tre metri
[2].

| fiori maschili (con gli stami) sono riuniti in
pannocchie poste alle ascelle delle foglie. |
fiori femminili (con i pistilli) sono riuniti in
gruppi di 2-6 (infiorescenze) alla base di
brattee formanti spighe.

Non & possibile distinguere il sesso della
pianta prima della fioritura: generalmente
le maschili sono piu alte e meno ramificate.

| 35

OIHOSIY 73d INOIZVLNIVA V1 d3d FHOILIOIE INOIZVHEIAISNOD 3 ODId3W OSN ‘'SIGVNNVYD



CANNABIS: USO MEDICO E CONSIDERAZIONI BIOETICHE PER LA VALUTAZIONE DEL RISCHIO

GIT - Anno Il n. 1 - Aprile 2023

Moderne applicazioni genetiche e impiego
di specifici marker permettono di discrimi-
nare il sesso di una pianta dioica prima del-
la fioritura.

Sia la Cannabis sativa sia la Cannabis indi-
ca, usate ad uso medico, scientificamente
non presentano differenze appartenendo
alla specie Cannabis sativa L [3].

| due termini sono utilizzati per identificare
le variabilita tra le varieta di Cannabis sa-
tiva e Cannabis indica principalmente per
origini, infiorescenze, tempo di fioritura e
effetto farmaco-tossicologico come indi-
cato nella tabella che segue.

Aspetti chimico-farmaceutici

La Cannabis & un fitocomplesso in cui agi-
scono circa 500 tra cannabinoidi, terpeni,
clorofille e alcaloidi, alcuni dei quali pre-
sentano attivita che non sono ancora chia-
rite. Linterazione di tutti gli elementi, e non
solo l'azione di A9 Tetraidrocannabinolo
(THC) e Cannabidiolo (CBD), conferisce
alla Cannabis la sua efficacia terapeutica
complessiva. Il termine Cannabinoidi fa
riferimento a composti a 21 atomi di car-
bonio. Negli anni ‘40 furono isolati Canna-

binolo (CBN) e CBD, riuscendo a determi-
nare le caratteristiche strutturali generali
di queste sostanze. Il piu studiato, anche
perché sembra essere il piu attivo dal pun-
to di vista psicotropo, € il THC. Ancora
non si conoscono gli effetti farmacologici
e comportamentali determinati da tutti i
Cannabinoidi.

L’esistenza di recettori in grado di ricono-
scere un cannabinoide sintetico marcato
[3H] CP- 55,940 ¢ stata dimostrata nel cer-
vello del ratto. Il legame a questo recettore
induceva linibizione dell’adenilato cicla-
si in vitro e attivita analgesica /n vivo. La
determinazione del recettore CBR1 e stata
poi confermata anche nelluomo. Succes-
sivamente & stato identificato un secondo
recettore denominato CB2, presente nelle
cellule del sistema immunitario.

Le infiorescenze fresche o essiccate “raw
material” contengono gli acidi cannabinoi-
dici acido tetraidrocannabinolico (THCA) e
acido cannabidiolo (CBDA) e non il THC e
CBD, che vengono trasformati in questi ul-
timi prodotti con idonea decarbossilazione
(riscaldamento) a 115°C per 40 minuti.

Le caratteristiche chimico-fisiche del THC e
CBD sono di essere insolubili in acqua, solu-
bili in rapporto 1:1 in alcol e in acetone, so-

VARIETA ORIGINI

INFIORESCENZE

E FIORITURA EFFETTO

Asia centrale e
subcontinente indiano
(Afghanistan, Pakistan,

India del Nord, Tibet,
Nepal)

Cannabis indica

Compatte e robuste, dense,

Tendono a formare ammas-
si densi intorno ai nodi dei
tronchi e dei rami, lasciando
spazi liberi (spazi internodali)
relativamente ridotti tra un

Fioritura: 45-60 giorni.

Leffetto sembra sot-
tolineare le sensazioni
fisiche, (gusto, tatto e
'udito) con effetto di
tipo rilassante, a livello
sia fisico sia mentale.
A dosi piu elevate puo
essere soporifero.

pesanti e fragranti.

ammasso e l'altro.

Regioni equatoriali
(Tailandia, India del Sud,
Giamaica, Messico)

Cannabis sativa

Sono generalmente piu gran-
di della indica. Si sviluppano
lungo la lunghezza del ramo,
non ammassandosi intorno
ai nodi. Una volta essiccate,
sono piu leggere delle
rispettive dell’indica avendo
una densita minore. Hanno
un odore meno marcato.
Fioritura: 60-90 giorni

Leffetto sembra
sottolineare sensazioni
cerebrali, con effetti
energetici.

Non causa sonnolenza.
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lubili in rapporto di 1:3 in glicerolo e solubili
in olii.

THC THCV
et ot
LI L

TS0 PNy N T
CBN 8D

o
ﬂ”,:;hu_ | s o
/L\/\)\%\/\/\ <

Aspetti legislativi

I—o-oz—whzz)nl

In ltalia & in commercio dal 2013 un solo
farmaco a base di estratto di Cannabis sa-
tiva in spray per mucosa orale (SATIVEX®)
contenente 27 mg THC e 25 mg di CBD
ogni ml, autorizzato per alleviare i sintomi
di pazienti adulti affetti da spasticita mo-
derata-grave dovuta alla sclerosi multipla
che non hanno manifestato risposta ade-
guata ad altri medicinali e hanno mostrato
un miglioramento.

In Italia, il Decreto del Ministero della Sa-
lute del 9 novembre 2015 (GU Serie Gene-
rale n. 279 del 30-11-2015) [4] ha discipli-
nato la produzione nazionale di sostanze e
preparazioni di origine vegetale a base di
Cannabis. Secondo la legge italiana, € pos-
sibile allestire preparati magistrali a base di
estratti vegetali di infiorescenze femminili
di Cannabis. La Cannabis ad uso medico
pud essere prescritta da medici autorizzati
per il trattamento di alcune patologie, tra
cui sclerosi multipla, 'HIV/AIDS, dolore cro-
nico e nausea e vomito associati alla tera-
pia oncologica. Le vie di somministrazione
delle preparazioni magistrali a base di Can-
nabis sono la via orale in forma di tisana
(decotto) o estratto oleoso da assumere in
gocce per via sublinguale e la via inalatoria
tramite vaporizzatore.

Si sottolinea che, non avendo tali prepa-
razioni magistrali a base di Cannabis indi-

cazioni terapeutiche autorizzate, devono
essere applicate le disposizioni dei commi
3 e 4 dellarticolo 5 del Decreto legge 17
febbraio 1998, n. 23 [5] (cosiddetta Legge
Di Bella) convertito dalla Legge 8 aprile
1998, n. 94. E importante notare che I'uso di
Cannabis ad uso medico in Italia & limitato
alla prescrizione medica e non & consentito
'auto-trattamento o l'uso ricreativo.

Farmacologia e modalita di impiego

| cannabinoidi sono i principi attivi della
Cannabis. Il THC ¢ il principale cannabinoi-
de psicoattivo, responsabile degli effetti
“sbalorditivi” della Cannabis. Il CBD & un
altro cannabinoide che non ha effetti psi-
coattivi, ma ha proprieta antinflammatorie,
anticonvulsivanti e ansiolitiche. Altri canna-
binoidi presenti nella Cannabis includono il
cannabinolo (CBN), il cannabigerolo (CBG)
e il cannabiciclol (CBL).

Il meccanismo d’azione mediante il qua-
le i cannabinoidi esercitano i loro effetti
comporta il legame ai recettori CB1 e CB2
accoppiati a proteine G in tutto il corpo,
stimolando il sistema cannabinoide endo-
geno, alterando i livelli di endocannabinoidi
(eCB) e inibendo il rilascio di neurotrasmet-
titori come l'acido gamma-aminobutirrico
(GABA) e glutammato. | recettori CB1e CB2
consentono anche altre forme di neuromo-
dulazione, tra cui un aumento del rilascio
di dopamina, un ridotto rilascio di acetil-
colina e un ridotto rilascio di norepinefrina.
Gli eCB sono messaggeri lipidici neuroatti-
vi endogeni che svolgono un ruolo nella ri-
compensa, nella memoria, apprendimento
e vie del dolore. Le piu alte concentrazioni
di recettori CB1e CB2 si trovano rispettiva-
mente nel sistema nervoso centrale e nelle
cellule immunitarie. | recettori CB1 si tro-
vano principalmente nei terminali nervosi
dove svolgono un ruolo nella regolazione
retrograda della funzione sinaptica, ma an-
che nella milza, nel cuore, nei polmoni, nel
tratto gastrointestinale, nella vescica e ne-
gli organi riproduttori. | CB2 si concentrano
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nei tessuti e nelle cellule del sistema immu-
nitario (leucociti e milza), ma anche negli
astrociti delle cellule nervose.

Il THC produce effetti su dolore, appetito,
digestione, emozioni e processi mentali
mediati dal sistema endocannabinoide. Il
SUo uso & applicabile per molti sintomi e
condizioni tra cui: dolore, nausea, spastici-
ta/spasmi, stimolazione dell’appetito, ansia,
depressione, disturbo da stress post-trau-
matico (PTSD) e insonnia. Il CBD ha pro-
prieta anticonvulsivanti, miorilassanti, an-
siolitiche, neuroprotettive, antiossidanti e
ha dimostrato di ridurre gli effetti ansiogeni
e psicoattivi dovuti al THC. IL CBD manca
di psicoattivita poiché sembra non legar-
si ai recettori CB1 né ai CB2, ma influenza
I’attivita di altri target quali canali ionici ed

enzimi con potenziali effetti antidolorifici,
antinausea, antiemetici, antipsicotico, anti
ischemico, ansiolitico e antiepilettico. Sem-
bra quindi probabile che una combinazione
di THC e CBD possa contenere gli effetti
collaterali che spesso limitano I'uso del solo
THC sintetico o isolato.

Gli effetti avversi acuti e cronici associati
allluso di Cannabis includono tachicardia,
ipotensione, paranoia, vertigini, compro-
missione dello sviluppo cognitivo e delle
prestazioni psicomotorie, compromissione
dell’attenzione e della memoria, esacerba-
zione di alcune malattie psichiatriche, le-
sioni delle vie aeree e malattie polmonari,
rischio di dipendenza e dipendenza e ridu-
zione del peso alla nascita, se usato duran-
te la gravidanza [6].

NOME COMMERCIALE THC CBD PREDOMINANZA PRODUTTORE
Bedrocan ~22% <1% Sativa Bedrocan
Bediol ~ 6% ~ 8% Sativa Bedrocan®
Bedrobinol ~12% = 1% Sativa Bedrocan®
Bedica ~14% <1% Indica Bedrocan®
Bedrolite <1% ~9% Sativa Bedrocan®
FM1 13%-19% =1% Sativa SCFM
FM2 5%-8% 7,5%-12% Sativa SCFM?®
Pedanios 22:1 ~22% =1% Sativa Aurora
Pedanios 8:8 ~ 8% ~ 8% Sativa Aurora'

Tipologia di Cannabis per uso medico at-
tualmente disponibili in Italia

Le varieta prescrivibili in Italia sono: Bedro-
can, Bediol, Bedrobinol, Bedica, Bedrolite,
FM2, FM1, Pedanios 22, Pedanios 1/12, Pe-
danios 8/8. La differenza fra queste tipo-
logie di Cannabis consiste principalmen-
te nella concentrazione dei due principali
cannabinoidi THC e CBD.

Tossicologia

Gli effetti collaterali piu comuni della Can-
nabis sono dovuti al THC: euforia, tachicar-
dia, ipotensione ortostatica, cefalea, vertigi-
ni, bruciore e rossore agli occhi, secchezza
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delle fauci, debolezza muscolare. Raramen-
te possono manifestarsi crisi paranoiche
e di ansia, reazioni psicotiche e sindrome
motivazionale (apatia, letargia, peggiora-
mento della memoria e della concentrazio-
ne). E sconsigliato il suo uso nei pazienti
cardiopatici per il rischio di comparsa di ta-
chicardie. Generalmente dopo alcuni giorni
o settimane si sviluppa una tolleranza che
permette di aumentare gradualmente la
dose. L’'uso della Cannabis & generalmente
controindicato in caso di gravidanza, allat-
tamento, malattie psicotiche e nei bambini.
Il sovradosaggio puo determinare depres-
sione o sentimenti di paura e panico, fino
alla perdita di conoscenza.
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Generalmente, i sintomi scompaiono spon-
taneamente. L'uso a lungo termine pud
provocare tossicita respiratoria e cardiova-
scolare e sindrome da iperemesi da canna-
binoidi. L’intensita e la durata dei sintomi
€ proporzionale alla concentrazione di THC
nel sangue.

Dopo l'uso acuto, il THC rimane nel sangue
solo per diverse ore prima di essere con-
vertito in un derivato carbossilico del THC
che si ripartisce nel grasso, da dove fuo-
riesce e puo essere rilevato nelle urine per
settimane dopo l'uso.

L’'uso della sostanza vegetale pud deter-
minare positivita ai test antidoping (Leg-
ge 376/2000 [7]), ai controlli previsti dal
Codice della strada [8] (Art. 187 del Codice
della Strada: Guida in stato di alterazione
psico-fisica per uso di sostanze stupefa-
centi) o alle procedure per gli accertamenti
sanitari stabiliti dal’Accordo stato regioni
dell’8 settembre 2008 sui lavoratori con
mansioni a rischio [9].

Quando s’impiega la Cannabis per uso me-
dico alle dosi terapeutiche raccomandate,
solitamente inferiori a quelle per uso ricre-
ativo, e non si utilizzano dosaggi sub-te-
rapeutici, si riduce il rischio di dipendenza
complessa. Si ritiene pertanto opportuno
che il medico prescrittore valuti attenta-
mente, in ogni soggetto eleggibile al trat-
tamento, il dosaggio appropriato, tenendo
conto anche delle problematiche correlabili
a un eventuale rischio di dipendenza com-
plessa da Cannabis del soggetto.

A causa dell’elevato effetto di primo pas-
saggio epatico, in particolare nel caso di
somministrazione orale, possono verificarsi
interazioni farmacocinetiche con farmaci
che sono metabolizzati attraverso gli isoe-
nzimi del sistema del citocromo P450. L'u-
so simultaneo degli inibitori degli enzimi di
cui sopra pud aumentare la biodisponibilita
di THC e con questo la possibilita di effetti
indesiderati. Sono descritti effetti sedati-
Vi sinergici in seguito alla contemporanea
assunzione di sostanze psicotrope come

alcol etilico e farmaci come le benzodia-
zepine, gli antidepressivi, gli antiepilettici, i
barbiturici e gli oppiacei.

Il THC & ossidato dalla famiglia dei citocro-
mi P450 (CYP) 2C9, 2C19, e 3A4. Pertanto,
le sostanze che inibiscono questi isoenzimi
CYP come alcuni antidepressivi (fluoxeti-
na, fluvoxamina, e nefazodone), gli inibi-
tori della pompa protonica (cimetidina e
omeprazolo), i macrolidi (claritromicina ed
eritromicina), gli antimicotici (itraconazo-
lo, fluconazolo, ketoconazolo, miconazolo),
i calcio antagonisti (diltiazem, verapamil),
gli inibitori della proteasi HIV (ritonavir),
amiodarone e isoniazide possono poten-
zialmente aumentare la biodisponibilita di
THC, nonché la possibilita di manifestare
effetti collaterali dello stesso.

D’altra parte, i farmaci che accelerano il me-
tabolismo del THC attraverso gli isoenzimi
2C9 e 3A4 (rifampicina, carbamazepina, fe-
nobarbital, fenitoina, primidone, rifabutina,
troglitazone e I'erba di San Giovanni-Hype-
ricum perforatum L.) possono, al contrario,
ridurre la biodisponibilita del THC e quindi
la sua efficacia quando usato in un conte-
sto terapeutico.

THC, CBD e cannabinolo CBN sono noti per
inibire gliisoenzimi CYP, come CYP1A1, 1 A2
e 1B1. La Cannabis pud quindi aumentare la
biodisponibilita di farmaci metabolizzati da
questi enzimi. Tali farmaci comprendono
amitriptilina, fenacetina, teofillina, granise-
tron, dacarbazina e flutamide.

Segnalazioni di reazioni avverse (fitosor-
veglianza)

La Cannabis ad uso medico in Italia & sog-
getta a monitoraggio costante attraverso
il sistema di fitosorveglianza, un sistema
di sorveglianza e monitoraggio delle rea-
zioni avverse associate all’'uso di prodotti
fitoterapici tra cui quelli a base di Canna-
bis. In Italia il sistema di fitosorveglianza &
coordinato dall’lstituto Superiore di Sanita
e prevede la raccolta di dati relativi alle se-
gnalazioni di reazioni avverse e alle intol-
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leranze a prodotti a base di piante medici-
nali. Le informazioni raccolte vengono poi
utilizzate per monitorare l'incidenza delle
reazioni avverse potenzialmente associate
al trattamento e definire meglio il profilo di
sicurezza.

| pazienti che utilizzano Cannabis ad uso
medico devono essere informati sulla pos-
sibilita di segnalare eventuali reazioni av-
verse e sui canali attraverso i quali farlo.
La segnalazione pud essere effettuata da
parte di medici, operatori sanitari o cittadi-
ni attraverso il portale online VigiErbe [10].

Valutazione del rischio e implicazioni
bioetiche

L’'utilizzo di Cannabis ad uso medico solle-
va alcune questioni bioetiche. Poiché siamo
di fronte ad un uso recente di tale sostanza
in ambito terapeutico, non vi sono ancora
dati sufficienti per effettuare una adeguata
valutazione del rapporto rischio/beneficio,
elemento fondamentale per Il'attuazione
del basilare principio bioetico di beneficia-
lita/non maleficenza.

Pertanto, come in tutti i casi di innovazione
scientifica che contemplino gradi di incer-
tezza, € necessario basarsi sul principio di
precauzione (le misure da adottare devo-
no perseguire concretamente un obiettivo
legittimo, rappresentare la soluzione meno
invasiva per le persone coinvolte e conse-
guire un beneficio superiore ai rischi preve-
dibili) e sul principio di proporzionalita.

La valutazione e la gestione del rischio di-
ventano gli elementi discriminanti non solo
per la valutazione bioetica, ma anche per
quella medico-legale in merito alle respon-
sabilita, sia degli operatori sanitari, sia dello
stesso paziente che assume il preparato.
La prescrizione medica deve basarsi
sull’appropriatezza clinica, avendo tuttavia
la consapevolezza che c’é ancora una lette-
ratura scientifica limitata in merito e che al-
cuni utilizzi potrebbero configurarsi come
“off label”.

Fondamentale &, in questi casi, il rappor-
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to medico-paziente basato su un’accura-
ta informazione bidirezionale: non vi deve
essere solo una esauriente e comprensibi-
le informazione dal medico al paziente sul
trattamento e su possibili opzioni terapeuti-
che, ma & ineludibile che il paziente informi
il medico di ogni farmaco o prodotto (cibo,
nutraceutico, erboristico) che assume, non-
ché sul proprio stile di vita (alcol, tabacco).
Cio al fine non solo di evitare possibili inte-
razioni farmacologiche, ma anche per pre-
venire possibili abusi o dipendenze della
sostanza.

E solo attraverso un quadro completo che
Si pud pervenire a una prescrizione appro-
priata e che permetta una attenta valuta-
zione e gestione del rischio.

Inoltre, proprio per la carenza di dati a di-
sposizione, &€ fondamentale la puntuale se-
gnalazione di reazioni avverse sia da parte
del paziente, sia da parte del medico, per
contribuire ad accrescere la conoscenza di
un settore scientifico “in progress”.
Analogamente, € necessario informare il
paziente sulla conservazione del preparato
al riparo da possibili assunzioni accidentali
per soggetti minori, incapaci o animali da
compagnia.

In merito alle responsabilita professionali,
il medico é tenuto a informare esaustiva-
mente il paziente anche sulle differenti pro-
prieta farmacocinetiche che variano in fun-
zione della dose assunta e della modalita di
assunzione. E raccomandabile, a tal propo-
sito, predisporre un foglio informativo spe-
cifico per ogni tipologia di preparazione
congiuntamente al Consenso Informato.
Dal punto di vista farmaceutico & impor-
tante che il titolo del prodotto allestito cor-
risponda alla prescrizione medica, dato che
il dosaggio controllato &€ fondamentale per
ottenere un effetto terapeutico. Per garan-
tire cio & opportuno sottoporre il preparato
ad analisi analitiche ad hoc [11].

Infine, affinché il problema di responsabilita
giuridica dovuta al possesso del prepara-
to e al suo trasporto non ricada in capo al
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paziente, € opportuna l'elaborazione di un
modulo di consegna che ne attesti la liceita
del possesso [12].

Conclusioni

| dati sono ancora insufficienti: vi sono anco-
ra incertezze riguardo alle indicazioni spe-
cifiche, alle dosi ideali e agli effetti avversi
correlati a questa sostanza quando usata
per scopi medici. Gli effetti avversi neuro-
cognitivi come 'apprendimento, la memoria
e i deficit psicomotori sono comuni anche
con un uso a breve termine e a basso do-
saggio di Cannabis a uso medico, ma sem-
brano ben tollerati. Le conseguenze a lungo
termine della Cannabis stessa rimangono
sconosciute [13]. Con un maggiore uso del-
la Cannabis terapeutica come terapia far-
macologica per il dolore, nasce la necessita
di approfondite valutazioni rischi-benefi-
ci, che tengano conto dei possibili effetti
collaterali significativi della Cannabis [14].
Pertanto, sono necessari ulteriori studi
sulluomo, ben progettati con una grande
dimensione del campione e un periodo di
follow-up piu lungo per confermare il ruolo
delle piante medicinali e dei loro metaboli-
ti nella gestione della sclerosi multipla [15],
oltre a studi pre-clinici avanzati, a clinical
case reports e corsi di formazione specifici
nel settore farmaco-tossicologico.

Ad integrazione dei risvolti clinici connessi
alluso medico della Cannabis, anche 'anali-
si bioetica sottolinea I'importanza di un’ac-
curata valutazione dei rischi e la necessita
di introdurre mezzi volti ad attenuare impli-
cazioni medico-legali, a tutela del paziente
e dei professionisti sanitari coinvolti.
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Su tale aspetto, Il Centro Regionale di Allestimen-
to della Cannabis (CRAC) della Regione Marche
presso I'UOC di Farmacia e Farmacologia Clinica
dell’Ospedale Geriatrico “U. Sestilli” IRCCS-IN-
RCA di Ancona, tenendo conto della variabilita
delle preparazioni, ha standardizzato le preparaz-
ioni e ha effettuato, quando usate le infiorescen-
ze per l'allestimento, analisi gascromatografica e
spettrometria di massa. Con l'utilizzo dell’estratto
oleoso di Cannabis al 15%, non essendo pit nec-
essaria I'analisi dell’oleolita, il CRAC ha provvedu-
to a elaborare una procedura operativa ad hoc
per controllo del dosaggio.

Per tale problematica, il CRAC ha elaborato, in
accordo con le Autorita di Polizia e giudiziarie,
un proprio modulo di consegna da rilasciare al
paziente, bilingue (italiano/inglese), che gli con-
sente di poter trasportare il preparato nel tragitto
ospedale/casa o durante eventuali viaggi con i di-
versi mezzi di trasporto (auto, aerei, navi, treni).
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UN BREVE EXCURSUS TRA LE NANOPARTICELLE: NATURA, UTILIZZO E APPROCCI TOSSICOLOGICI

Un breve excursus tra le nanoparticelle:
diversa natura, diverso utilizzo e
diversi possibili approcci tossicologici

Valentina Galbiati, Martina lulini

Dipartimento di Scienze Farmacologiche e Biomolecolari, Universita degli Studi di Milano

Grazie alle loro proprieta fisiche uniche,
negli ultimi decenni le nanoparticelle (NP)
sono state prodotte in misura crescente
per molte applicazioni industriali e biome-
diche. Data la loro presenza ubiquitaria e
la conseguente inevitabile esposizione ad
esse, le nanoparticelle ricoprono sempre di
piu un ruolo di notevole interesse anche da
un punto di vista tossicologico.

Nel minisimposio tenutosi durante il 27°
Congresso Nazionale della SITOX & sta-
to fatto un excursus delle diverse possibili
applicazioni delle nanoparticelle, partendo
da un approccio di pura ricerca scientifi-
ca basata sull’'utilizzo di un modello speri-
mentale esposto a differenti nanoparticelle,
passando successivamente ad una visione
terapeutica/medica di utilizzo delle nano-
particelle proteiche e la loro valutazione
tossicologica, e concludendo con I'impor-
tante valutazione dell’aspetto regolato-
rio dei carbon nanotubes, nanoparticelle
estremamente diffuse e dalla conformazio-
ne pressocheé unica.
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Nel lavoro proposto da Davide Asnicar
(Huntsman Marine Science Centre in New
Brunswick, Canada) dal titolo “Approccio di
valutazione dell'impatto di Nanoparticelle
su organismi non target: la vongola filiopina
come caso di studio” &€ emerso come, attra-
verso i processi produttivi e il loro utilizzo
quotidiano, le NP possono essere rilasciate
nellambiente attraverso i deflussi industria-
li e urbani, raggiungendo 'ambiente mari-
no costiero ed entrando nella rete trofica
marina. In questo modo, le NP rappresenta-
no fattori di stress emergenti per gli organi-
smi marini. Nel lavoro proposto le vongole
della specie Ruditapes philioppinarum sono
state esposte per 7 giorni a tre singole na-
noparticelle (fullerene C60, ossido di zinco
e biossido di titanio), a due concentrazioni
rilevanti per 'ambiente (1 e 10 yg/L). Al ter-
mine dell’esposizione, & stato utilizzato un
approccio multi-biomarker al fine di stima-
re il potenziale stato di squilibrio tra specie
reattive dell’ossigeno e difese antiossidanti,
nonché del danno ossidativo che potrebbe
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derivare dall’esposizione ai contaminanti.
L’attivita di enzimi antiossidanti (SOD, CAT,
GST) e la quantificazione del danno ossida-
tivo (PCC, LPO) sono stati misurati sia nelle
branchie che nella ghiandola digestiva del-
le vongole. Nel complesso, la modulazione
dell’attivita dei tre enzimi indagati eviden-
zia un aumento dello stress ossidativo nelle
vongole esposte alle nanoparticelle. Il dan-
no ossidativo si manifesta solo dopo espo-
sizione a FC60 e nTiO,, ma evidenziando
una differenza nel “mode of action” delle
due molecole, interessando nel primo caso
le proteine delle branchie, nel secondo i li-
pidi della ghiandola digestiva. Danni limita-
ti alle macromolecole suggeriscono una di-
fesa antiossidante adeguata a proteggere
le cellule alle concentrazioni di NP testate
in questo lavoro.

Successivamente, Leopoldo Sitia (Dipar-
timento di Scienze Biomediche e Cliniche,
Universita degli Studi di Milano) con un in-
tervento daltitolo “Nanoparticelle proteiche
impiegate nell’imaging e nel trattamento di
tumori solidi: il caso della ferritina nanoca-
ge” ha mostrato come le NP siano ampia-
mente utilizzate anche dal punto di vista
terapeutico e diagnostico. | primi esempi
di successo clinico di questa strategia sono
in ambito tumorale: un esempio & Abraxa-
ne®, NP di albumina caricate con paclitaxel
per il trattamento del tumore del polmone
non a piccole cellule e Myocet® e Doxil®/
Caelyx®, liposomi caricati con doxorubicina
utilizzati per il trattamento di diversi tumori
solidi [Batist G, Barton J, Chaikin P, Swen-
son C, Welles L. Myocet (liposome-encap-
sulated doxorubicin citrate): a new ap-
proach in breast cancer therapy. Expert
Opin Pharmacother. 2002 Dec;3(12):1739-
51. doi: 10.1517/14656566.3.12.1739. PMID:
12472371]. Come in tutti i campi, prima
di arrivare alla clinica, un’enorme varieta
di NP é stata proposta e studiata a livel-
lo pre-clinico. | ricercatori sono d’accordo
che, a seconda dell’obiettivo desiderato,
ad esempio diagnosi o terapia, tali parti-

celle debbano possedere caratteristiche
diverse. In generale, per aumentarne le
possibilita di successo, le NP devono pos-
sedere le seguenti caratteristiche: essere
stabili in fluidi biologici, avere dimensioni
tali da non essere sequestrate dal fegato o
escrete dai reni, non essere tossiche e so-
prattutto avere un profilo farmacocinetico
tale da raggiungere in maniera efficace il
bersaglio [Hoshyar N, Gray S, Han H, Bao
G. The effect of nanoparticle size on in vivo
pharmacokinetics and cellular interaction.
Nanomedicine (Lond). 2016 Mar;11(6):673-
92. doi: 10.2217/nnm.16.5. Epub 2016 Mar 22.
PMID: 27003448; PMCID: PMC5561790].
Una classe di NP molto promettente di cui
si & discusso € formata dalle nanogabbie di
ferritina. La ferritina &€ una proteina ubiqui-
taria, presente nell’organismo sia a livello
plasmatico che intracellulare. La ferritina &
formata da 24 subunita di due isoforme di-
verse, che si autoassemblano in una strut-
tura a nanogabbia con il diametro del gu-
scio esterno di 12 nm e una cavita interna
di 8 nm. All'interno di tale cavita & possibile
caricare diversi farmaci o agenti di contra-
sto rispettivamente per scopi terapeutici e
diagnostici. Inoltre, € stato dimostrato che
I'isoforma H ha una particolare affinita per
il recettore di membrana per la Transferri-
na 1 (TfR1). Tale recettore & overespresso
nella maggior parte delle cellule tumorali,
per cui puo essere utilizzato come target
specifico dei tumori [Mainini, F.; Bonizzi,
A.; Sevieri, M.; Sitia, L.; Truffi, M.; Corsi, F;
Mazzucchelli, S. Protein-Based Nanoparti-
cles for the Imaging and Treatment of Solid
Tumors: The Case of Ferritin Nanocages, a
Narrative Review. Pharmaceutics 2021, 13,
2000. https://doi.org/10.3390/pharmaceu-
tics131220001]. Infine, essendo un materiale
biocompatibile, la sua tossicita € minima.
Per tutte queste ragioni, ed essendo pos-
sibile produrre grandi quantita di ferritina
H (HFn) in laboratorio per via ricombinan-
te a basso costo, questo tipo di particelle &
particolarmente interessante al fine di svi-
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luppare nuovi agenti diagnostici e terapeu-
tici in ambito oncologico. Nell’lambito del
Congresso sono stati mostrati diversi espe-
rimenti che dimostrano come I'HFn carica-
ta con doxorubicina abbia dato risultati di
efficacia paragonabili al gia citato Doxil® in
un modello di tumore al seno triplo negati-
vo (TNBC). In parallelo, 'HFn caricata con
verde di indocianina (ICG), un marcatore
fluorescente gia utilizzato in test clinici per
chirurgia guidata da fluorescenza, ha per-
messo di migliorare la specificita di targe-
ting, distinguendo con precisione i margini
tumorali dal tessuto sano circostante in un
modello preclinico di TNBC. Nonostante
questi promettenti risultati preliminari, non
€ ancora ben chiaro come ottimizzare le
caratteristiche delle NP post-sintesi al fine
di garantire il successo di tali approcci per
uno sviluppo clinico. Le interazioni con 'or-
ganismo, infatti, sono in grado di modifica-
re in modo marcato le proprieta delle parti-
celle, influenzandone la biodistribuzione, la
stabilita e anche la tossicita.

Infine, anche I'aspetto regolatorio & stato
affrontato grazie all’intervento di Andrea
Spinazzé (Dipartimento di Scienza e Alta
Tecnologia - DISAT, Universita degli Studi
dell’Insubria) con una presentazione dal
titolo “Approccio probabilistico per la va-
lutazione del rischio a nanomateriali: casi
studio in scenari di esposizione occupazio-
nale”. Andrea Spinazzeé ha mostrato un me-
todo in grado di applicare la procedura di
risk assessment per lo studio di nanoplate-
lets di grafene (GNPs: graphene nanoplate-
lets) [Spinazze, A., Cattaneo, A., Borghi, F,
et al. (2019). Probabilistic approach for the
risk assessment of nanomaterials: A case
study for graphene nanoplatelets. Int J Hyg
Environ Health, 222(1):76-83. doi: 10.1016/].
ijheh.2018.08.011] e nanotubi di carbonio
(CNTs: carbon nanotubes) [Spinazze A,
Zellino C, Borghi F, et al. (2021). Carbon Na-
notubes: Probabilistic Approach for Occu-
pational Risk Assessment. Nanomaterials,
11(2):409. doi: 10.3390/nano11020409].

a4 |

I NP sono stati scelti come casi studio a
causa del loro largo utilizzo in numerose
applicazioni tecnologiche e della conte-
stuale mancanza di informazioni riguardo
il potenziale impatto sulla salute derivante
dall’esposizione a tali NP. La valutazione
del rischio & stata effettuata applicando la
procedura tipicamente suddivisa in quattro
fasi propedeutiche: (I) identificazione del
pericolo, (1) valutazione della relazione do-
se-risposta, (lll) valutazione dell’esposizio-
ne e (IV) caratterizzazione del rischio [Na-
tional Research Council. Risk assessment
in the federal government. Managing the
process; National Academy Press: Washin-
gton D.C.,1983]. Nel corso dell’intervento &
emerso come e bene sottolineare che alcu-
ni limiti possono influire nell’interpretazione
dei risultati e i limiti principali dello studio
riguardano: l'eterogeneita delle proprieta
chimico-fisiche delle NP, che possono aver
determinato un certo grado di incertezza
nella fase di valutazione del pericolo, ma
anche alcune assunzioni, necessarie nella
definizione di distribuzioni parametriche,
che inevitabilmente introducono incertez-
ze nella struttura del modello usato per la
valutazione del rischio ed, infine, la selezio-
ne delle fonti usate per la valutazione del
pericolo le quali potrebbe avere introdot-
to un bias nella procedura di valutazione
del rischio. Nonostante queste limitazioni,
lo studio presenta alcuni punti di forza:
questo approccio ha consentito di ottene-
re una stima di un valore raccomandato di
esposizione per due NP (BMCh), e consen-
te di tenere conto della variabilita derivan-
te dall’incertezza dei dati usati come fonte
di informazioni per le fasi di valutazione
della relazione dose-risposta, valutazione
dell’esposizione e caratterizzazione del ri-
schio, includendo quindi questa variabilita
intrinseca nella procedura di valutazione
del rischio. Dunque, I'approccio utilizzato
consente di quantificare la probabilita as-
sociata all’'accadimento di un rischio po-
tenziale, includendo anche l'incertezza ad
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essa associata e riportandone quantitati-
vamente I'impatto sul risultato finale. Per
concludere un approccio probabilistico &
stato applicato in studi di valutazione del
rischio per I'esposizione a NP in diversi sce-
nari di esposizione occupazionali. Simula-
zioni stocastiche sono state utilizzate per le
fasi di valutazione dose-risposta, valutazio-
ne dell’esposizione e caratterizzazione del
rischio, consentendo l'introduzione di fonti
di incertezza, il cui impatto sulla procedura
di risk assessment e stato successivamente
quantificato mediante un’analisi di sensibi-
lita. L’approccio probabilistico adottato ha
permesso di definire quantitativamente la
probabilita che si verifichi una condizione
di rischio per ciascuno scenario investigato,
consentendo la valutazione di specifiche
misure di gestione del rischio.

Al termine degli interventi si € generata una
discussione molto stimolante che ha por-
tato alla luce alcuni problemi comuni a chi
lavora con le NP. E emersa la necessita di
standardizzare i metodi analitici utilizzati
per la quantificazione delle NP, determi-
nando linee guida che tutti gli esperimenti
dovrebbero seguire affinché i risultati siano
affidabili. Strumenti diversi danno risposte
relative a caratteristiche diverse delle NP
che meritano di essere prese in considera-
zione: forma, dimensioni, struttura, analisi
della superficie, sostanze adsorbite, aggre-
gati. E emerso come sia molto importante
in questo tipo di studi analizzare le caratte-
ristiche chimico-fisiche delle NP, il loro bio-
accumulo a livello dei tessuti e i loro effetti
come particelle separate o aggregate. E
inoltre emerso che in ambito ecotossicolo-
gico/ambientale una delle sfide & introdur-
re il monitoraggio della presenza in acqua
delle NP che rende difficile effettuare risk
assesment per fornire dati a sostegno delle
soglie normative e dello sviluppo di stan-
dard di qualita ambientale. Variazioni in
parametri ambientali potrebbero alterare,
infatti, la tossicita delle NP: in un contesto
di cambiamento climatico nel quale stia-

mo vivendo, studi che valutino variazioni di
effetto di un contaminante in base a tem-
peratura, salinita, pH e ossigeno disciolto
sono sicuramente necessari per predirne
gli effetti.

Le nanoparticelle rappresentano un argo-
mento di grandissima attualita e sicura-
mente riguarderanno il futuro prossimo
di chi lavora nellambito della ricerca spe-
rimentale e regolamentatoria. Un ambito
sicuramente in continua evoluzione che la-
scia quindi aperte ancora moltissime possi-
bilita di studio e approfondimento.
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Immagine di copertina

Dea lgea, figlia di Asclepio e di Lampeggia,
venerata come dea della salute. Veniva
raffigurata ora sotto I'aspetto di una giovane
donna prosperosa nell'atto di dissetare un
serpente, ora seduta con la mano sinistra
appoggiata a un'asta, mentre con laltra
mano porge una patera a un serpente che,
lambendola, si innalza da un'ara posta
davanti a lei.

Il culto era associato a quello del padre e di
Panacea, sua sorellastra. Oltre che dea della
salute (o del risanamento in generale), era la
divinita di ogni cosa pulita. A differenza del
padre, direttamente e unicamente associato
alla cura delle malattie, Igea veniva invece
associata alla prevenzione dalle malattie e al
mantenimento dello stato di salute.

La presenza del serpente & dovuta al fatto
che gli antichi attribuivano al rettile
intelligenza e sentimenti particolari:
suscitava grande impressione per la vita
misteriosa e sotterranea, per la capacita di
secernere veleni mortali, per la grande
velocita, nonché per 'abilita nell’ipnotizzare
le prede. Il serpente & comunque legato da
sempre al mondo della farmacologia: il suo
veleno, in minime dosi, rappresentava
spesso l'unico rimedio contro moltissime
malattie.

| frammenti in cui € scomposta I'immagine
rappresentano uno specchio che riflette le
diverse sfaccettature della nostra disciplina
(ambientale, clinica, preclinica etc).

Siamo lieti di informarvi che SITOX é operativa anche sui principali canali social: Facebook e Twitter

Potete seguire le nostre attivita su questi canali:
Facebook: https//www.facebook.com/societa.tossicologia.sitox/

Twitter: http://twitter.com/sitoxita

Vi chiediamo di sostenere le attivita di comunicazione di SITOX, mettendo mi piace alla pagina
Facebook, seguendo il profilo Twitter e ricondividendo i post che ritenete interessanti per i vostri
contatti, in modo da ottenere maggior visibilita per le attivita di comunicazione della Societa.
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