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Ad Anna Maria,

figlia adorata,

unico “motore” della mia vita,
dedico questo Libro,

piccolo segno di un amore infinito.

Marcello Ciaccio






Presentazione

Nel mondo accademico sono stati pubblicati negli ultimi due decenni diversi trattati e manuali descrittivi
dei principali aspetti del complesso disciplinare e culturale perseguiti dalla Medicina di Laboratorio e dalla
Biochimica Clinica nel proprio iter scientifico e nell'importante attivita in favore delle Scienze Mediche a
livello Clinico.

In realta, e solo da poco piu di un ventennio che la Medicina di Laboratorio e le sue principali branche
hanno ricevuto, come discipline a sé stanti, 'accesso ai curricula del Corso di Studio in Medicina e Chirur-
gia, nonché a quelli delle lauree triennali delle Scienze Sanitarie. Cio a favore del personale che, giustamente,
ormai anche in Italia viene formato nelle varie filiere di attivita sanitaria che affiancano i Medici per la cura,
I'assistenza e anche per gli aspetti preventivi della stessa Medicina.

Nonostante il fervore, anche in campo editoriale, di cui accennavo all’inizio, quando sono stato officiato
dagli Autori/Coordinatori di questo nuovo volume, sono stato molto lieto di accettare la richiesta di pre-
sentarlo, in quanto sento una duplice motivazione di incitamento a svolgere questo privilegiato compito. La
prima motivazione ¢é stata dettata dal nome e dal valore professionale e accademico dei due Autori/Coordi-
natori, che conosco da anni, e con cui v’¢ ottima amicizia personale legata soprattutto a sentimenti di stima e
di elevata considerazione accademica. L’attenzione ¢ stata incrementata e avvalorata dal “parterre” veramente
notevole degli altri Autori dei capitoli del libro, per la verita tutti validi Colleghi, nonché tutti esperti nel set-
tore di studio e di attivita, motivo per il quale sono stati coinvolti nella stesura dello stesso volume. La seconda
motivazione, se possibile ancor pil interessante, ¢ dovuta alla validita del contenuto, in quanto forse, per lo
meno a giudicare dalle mie conoscenze, si tratta di un volume che per la prima volta approccia con insistenza,
prevalentemente, il problema della Medicina di Laboratorio con forti sottolineature dal punto di vista delle
finalita medico-cliniche. Quest’ultime, infatti, rappresentano I'essenza finale del portato della Disciplina, o
meglio dell’area disciplinare che essa € tenuta a svolgere nell’'ambito della Medicina Clinica. In altre parole, e
per essere pil specifici e diretti su questa valutazione, il taglio che il manuale vuole dare non ¢ tanto e non solo
la descrizione delle metodologie analitiche che vengono quotidianamente adoperate nei laboratori ad hoc e
non tanto e non solo la descrizione fisiopatologica dei vari tessuti e organi colpiti eventualmente da alterazioni
morbose, ma soprattutto il diretto e pitt specifico legame o derivazione dei composti biologici individuati e/o
dosati nei liquidi e tessuti del'uomo con la possibilita di diagnosi, follow-up e terapia per la loro valenza nella
decisione clinica susseguente.

Ecco, quindi, che specialmente se si aggiunge I'aspetto della prevenzione, si possono in diversi casi raggiun-
gere finalita di ottimo valore clinico e quindi di grande valore aggiunto nel campo della terapia. Si fa qui rife-
rimento sia alla prevenzione detta secondaria, data dalla diagnosi piu precoce possibile — e qui si deve tener
presente che, mentre nella diagnostica per immagini sono necessarie alcune centinaia di migliaia di cellule
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alterate per poter discriminare il sano dal putativo ammalato con i metodi sempre piu sensibili, in Medicina di
Laboratorio il numero delle molecole rivelatrici di malattie potrebbe, e lo € in alcuni casi, essere rilevabile, ai
fini discriminatori tra patologia e fisiologia, perfino attraverso I'analisi su single cell, oggi ormai alle frontiere
delle tecnologie - sia alla prevenzione della Medicina Predittiva — dove il ritrovamento di single one-base mu-
tation a livello di DNA della linea geminale puo significare aumento di rischio del verificarsi di una patologia
importante, per esempio un tumore, e che, attraverso le metodologie di ultima generazione, rende possibile,
con elevatissimo grado di sensibilita analitica e di conseguenza sensibilita diagnostica, effettuare una procedu-
ra di follow-up preventivo che diminuisca fortemente il rischio di ritardo diagnostico, e addirittura consente
procedure sia mediche sia chirurgiche dirette a prevenire I'insorgenza della stessa patologia.

La Medicina di Laboratorio ¢é stata detta, forse un po’ scherzosamente o forse anche con un po’ di presun-
zione, I'unica branca della Medicina che svolge “il ruolo della Medicina Interna”, oggi sempre pil dotata di
“complessivo sentore di obsolescenza” a causa della “invasivita” della medicina specialistica suddivisa in tante
branche che appaiono spesso come compartimenti stagni a volte poco comunicanti tra di loro. Solo la diagno-
stica a tutto campo nell'uomo, e in particolare la Medicina di Laboratorio, riesce a far visualizzare una Medi-
cina piu personalizzata, cioé tesa all’analisi complessiva della persona umana, che presenta a volte alterazioni
patologiche non prevedibili con un semplice esame obiettivo o anche con una sintomatologia che interessa un
certo organo o apparato. Manca cio¢ la visione olistica dell'individuo in fase di malattia non conclamata, che
¢ I'unica a dare I'idea della vera Medicina personalizzata dell'individuo in esame e che, in svariate occasioni,
proprio la Medicina di Laboratorio consente di offrire al medico curante.

I volume non manca ovviamente di sottolineare in capitoli specifici gli elementi essenziali di metodolo-
gie operative e di sistematiche di laboratorio diagnostico, che devono essere presenti nell’operativita nonché
nell’interpretazione dei dati di laboratorio per essere significativamente utili alla valutazione clinica.

Ogni lavoro eccellente, come ¢ questo trattato di Ciaccio e Lippi, non puo essere definito tale se colui che lo
presenta non vi trova qualche pecca. Per evitare questo, mi permetto di rilevare che forse un maggiore appro-
fondimento della Biologia Molecolare Clinica lo avrebbe arricchito di una parte un po’ atipica ma indispensa-
bile oggi per un laboratorio dedicato ad adiuvare la clinica nel modo pili moderno e attuale.

Auguro di tutto cuore a quest’opera un grande successo e un’ampia diffusione con la speranza altresi che,
in aggiunta agli studenti del Corso di Studio, come ho accennato all'inizio, anche gli operatori sanitari, gli spe-
cializzandi e i Medici che vogliono aggiornarsi in questo ampio settore della Medicina abbiano la possibilita
di leggere e, soprattutto, studiare i capitoli di questo volume. Questo permetterebbe loro di meglio aggiornarsi
e attrezzarsi alle modernita delle conoscenze mediche nella tipologia della Diagnostica di Laboratorio, quelle
conoscenze cioe che la ricerca scientifica ha portato anche in modo rilevante e concreto allo stesso tempo
all’attenzione dei Colleghi impegnati nel lavoro clinico.

Francesco Salvatore
Professore Emerito di Biochimica Umana
Membro dell’Accademia delle Scienze (detta dei XL), Roma



Prefazione |l edizione

La prima edizione del Trattato pubblicato appena un anno fa ha avuto un notevole successo e considerato
lo sviluppo e le novita inerenti la disciplina si é ritenuto opportuno, anziché fare una ristampa della prima
edizione, preparare una seconda edizione caratterizzata da un aggiornamento di tutti i capitoli e arricchita
con importanti e nuovi argomenti.

In particolare, sono stati inseriti capitoli relativi ad argomenti specifici, quali gli “Itteri”, i “Disordini
idro-elettrolitici”, le “Ipoglicemie”, il “Laboratorio in gravidanza”, la “Febbre di origine sconosciuta”, i “Bio-
marcatori di flogosi”, la “Medicina di laboratorio ed esercizio fisico”, gli “Esami pre-operatori”, gli “Esami in
urgenza/emergenza’, che rappresentano tutte condizioni in cui il Laboratorio Clinico gioca un ruolo chiave.
Inoltre, sono stati introdotti capitoli relativi ad argomenti estremamente attuali con un carattere innovativo
quali i “Farmaci biologici” e la “Biopsia liquida”. Infine, si ¢ ritenuto opportuno dare maggiore spazio alle
Malattie cardiovascolari con I'inserimento dei capitoli relativi alla “Trombofilia” ed alla “Sindrome metaboli-
ca”, entrambe condizioni cliniche che presentano un’incidenza piuttosto elevata nella popolazione generale.

La novita piu interessante relativamente all’aggiornamento dei capitoli presenti nella prima edizione ri-
guarda il “Diabete mellito”. Si ¢, infatti, ritenuto opportuno inserire un capitolo supplementare al fine di
fornire una conoscenza quanto pili completa e approfondita sulla Malattia diabetica che va dalla definizione
e classificazione all’eziopatogenesi, alla diagnosi, monitoraggio e terapia.

La seconda edizione del Trattato, dunque, ¢ stata completata e aggiornata al fine di fornire al Lettore un
panorama quanto pill ampio e completo della Biochimica Clinica e della Medicina di Laboratorio.

Il Trattato ¢ rivolto, oltre che allo Studente di Medicina e delle Professioni Sanitarie e Biomediche, anche
a tutti i Professionisti di Medicina di Laboratorio e di Medicina Clinica che vogliano approfondire aspetti
specifici del Laboratorio Clinico e aggiornarsi sui progressi tecnologici e biotecnologici in ambito medico.

Un ringraziamento particolare alla Dottoressa Luisa Agnello che, con attenzione e particolare dedizione,
ha curato le bozze della seconda edizione.

Marcello Ciaccio
Giuseppe Lippi
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“La Natura compone alcune delle sue poesie pits belle davanti ad un microscopio”

Theodore Roszak, Professore Emerito di Storia, California State University.

La Medicina di Laboratorio ¢ una branca della scienza medica che si basa sull’esecuzione di indagini anali-
tiche, in vitro, utilizzando matrici biologiche raccolte dai Pazienti, e in vivo, studiando direttamente le modi-
ficazioni biochimiche molecolari e cellulari a livello dei diversi organi.

Malgrado non sia possibile quantificare compiutamente 'impatto della moderna Medicina di Laboratorio
sul processo decisionale clinico, ¢ innegabile che oggi una parte considerevole delle decisioni cliniche si basi
sui risultati degli esami di laboratorio. Infatti, la Medicina di Laboratorio offre, oggi, un contributo sostanziale
a screening, predizione, prevenzione, diagnosi, prognosi e monitoraggio della malattia e della terapia nella
gran parte delle patologie umane. Essa consente, inoltre, I'indagine di fenomeni biologici complessi, la raccolta
di informazioni caratterizzanti una patologia, una popolazione o un singolo paziente (medicina di precisione
o medicina personalizzata), I'elaborazione di teorie o pratiche per migliorare le regole e le tecniche del labo-
ratorio stesso, e inoltre rappresenta un presupposto inalienabile per la ricerca in campo biomedico, attraverso
I'utilizzo di tecniche analitiche sempre piu precise e accurate che permettono di raggiungere livelli di qualita
di grado molto elevato. Il bagaglio culturale offerto dalla Medicina di Laboratorio ¢, quindi, molto ampio,
spaziando dalla caraterizzazione molecolare all’epigenetica, fino alla valutazione fenotipica delle principali
patologie umane.

Nelle intenzioni della Societa Italiana di Biochimica Clinica e Medicina di Laboratorio (SIBioC), il ma-
nuale di Biochimica Clinica e Medicina di Laboratorio si pone come obiettivo quello di rappresentare un
trattato non solo per gli studenti del Corso di Laurea in Medicina e Chirurgia, del Corso di Laurea in Biologia
o Biotecnologie e del Corso di Laurea in Tecniche di Laboratorio Biomedico, per le Scuole di Specializza-
zione in Patologia Clinica e Biochimica Clinica, per i Corsi di Dottorato, ma anche per tutti i professionisti
di Medicina di Laboratorio e altro Personale del Servizio Sanitario Nazionale che vogliano approfondire
aspetti specifici della diagnostica in vitro. Nel volume sono descritti i principali aspetti organizzativi, analitici
e clinici che caratterizzano il panorama della Biochimica Clinica e della Medicina di Laboratorio, con focus
particolare sull'importanza della qualita e della sicurezza. La scrittura dei singoli capitoli ¢ stata affidata da
SIBioC a Soci di comprovata esperienza sull’argomento, al fine di poter descrivere e discutere efficacemente
lo stato dell’arte e i possibili sviluppi futuri della Medicina di Laboratorio e della scienza biomedica nel suo
complesso e nella sua complessita.
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Auspichiamo, quindi, che questo Manuale, che affianca la gia pregevole iniziativa societaria Lab Tests Onli-
ne (destinata prevalentemente ai Pazienti/Cittadini), possa rappresentare un utile ausilio per aumentare o
consolidare le conoscenze nell’'ambito della Medicina di Laboratorio, offrire spunti critici di discussione e una
visione pragmatica sui futuri sviluppi delle scienze biomediche.

Un ringraziamento a SIBioC per aver patrocinato questa iniziativa, ai Colleghi di indiscussa competenza
che hanno partecipato alla stesura del volume, agli Studenti, a tutti i professionisti di Medicina di Laboratorio
e di altre branche della Scienza e della Medicina, nella speranza che vogliano favorevolmente accogliere questo
Manuale e possano offrire utili spunti per lo sviluppo delle edizioni future.

Marcello Ciaccio
Giuseppe Lippi

SUPPORTI PER I DOCENTI
I docenti che utilizzano il testo a scopo didattico possono scaricare dal sito www.edises.it, previa registrazione
all’area docenti, le immagini del libro in formato PowerPoint.
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Coordinatori

Prof. Marcello Ciaccio, MD, PhD

Il Professore Marcello Ciaccio, specialista in Endocrinologia e Malattie Metabo-
liche, & Professore Ordinario di Biochimica Clinica presso la Facolta di Medicina
e Chirurgia dell'Universita degli Studi di Palermo e Direttore del Dipartimento e
dell'Unita Operativa Complessa di Medicina di Laboratorio del Policlinico Uni-
versitario “P. Giaccone” di Palermo. E, inoltre, Past President Nazionale della
SIBioC - Medicina di Laboratorio (Societa Italiana di Biochimica Clinica e Biologia
Molecolare Clinica).

I Prof. Ciaccio ¢ impegnato in un’intensa attivita di ricerca, come attestato dalle ol-
tre 300 pubblicazioni scientifiche su riviste con rilevanza a livello nazionale e inter-
nazionale. In particolare, la sua ricerca &, principalmente, rivolta all’identificazione
e validazione clinica di nuovi biomarcatori nell’lambito di malattie cardiovascolari,
metaboliche e neurodegenerative. Inoltre, il Prof. Ciaccio ¢ membro dell’Editorial
Board di numerose riviste internazionali e ha partecipato alla stesura di Linee Gui-
da e Documenti di Consenso su diverse patologie e condizioni cliniche.

Prof. Giuseppe Lippi, MD

Giuseppe Lippi ha conseguito la laurea in Medicina nel 1986 e la specializzazione in
Biochimica Clinica e Medicina di Laboratorio nel 1992. Attualmente ¢ Professore
Ordinario di Biochimica Clinica e Biologia Molecolare Clinica presso 'Universita
degli Studi di Verona e Direttore del Laboratorio di Chimica Clinica ed Ematologia
dell’Ospedale Universitario di Verona. Ha pubblicato piu di 1400 articoli in riviste
scientifiche, il suo fattore di impatto complessivo ¢ di oltre 5400 e 'indice Hirsch ¢
73. Ha partecipato a pit di 500 congressi nazionali e internazionali e ha tenuto piu
di 250 conferenze in riunioni nazionali e internazionali. Nel 2017 ¢ stato nominato
Segretario della Federazione Europea di Chimica Clinica e Medicina di Laboratorio
(EFLM). Nel 2014 ha ricevuto il premio della Associazione Americana per la Chi-
mica Clinica (AACC) per i contributi straordinari nel settore della sicurezza del pa-
ziente e nel 2016 il premio “Outstanding Speaker” sempre del’AACC. Ha, inoltre,
ricevuto grant della Comunita Europea e dei Servizi Sanitari Regionali. Giuseppe
Lippi ¢ Editor in Chief di “Annals of Translational Medicine” e “Journal of Labo-
ratory and Precision Medicine” e Associate Editor delle riviste “CCLM”, “Seminars in Thrombosis and Hemostasis” e
“Diagnosis”. E attualmente Delegato Nazionale della Societa Italiana di Biochimica Clinica e Medicina di Laboratorio
(SIBioC) e membro del Gruppo di Lavoro per la Variabilita Preanalitica (WG-PA) della Federazione Europea di Medi-
cina di Laboratorio (EFLM). I principali campi di ricerca includono la variabilita pre-analitica, la validazione analitica
e clinica di biomarcatori, la diagnostica della sindrome coronarica acuta, il metabolismo delle lipoproteine e i relativi
metodi di analisi, la fragilita, la diagnosi e la gestione dei disturbi dell’emostasi.
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Sergio Bernardini « Simona Martello «
Antomello Nonnato - Davide farci Santarcangeli

La tossicologia é lo studio degli effetti indeside-

rati delle sostanze chimiche e dei loro metaboliti

sullorganismo ed é un campo di particolare interesse

per le implicazioni che ricopre anche nellambito della

diagnostica di laboratorio.

In questo capitolo si da un inquadramento generale sulla di-

sciplina in riferimento alle sue implicazioni laboratoristiche,

con particolare dettaglio sulla tossicologia forense e sulla far-
macotossicologia.

TOSSICOLOGIA

La tossicologia ¢ lo studio degli effetti indesiderati
delle sostanze chimiche sull’organismo, esaminando
la natura di questi effetti (inclusi i meccanismi d’azio-
ne cellulari, biochimici e molecolari) e valutando la
possibilita che essi si verifichino.

Le aree principali della disciplina sono la tossico-
logia molecolare, la tossicogenomica, la tossicologia
descrittiva, la tossicologia regolatoria, la tossicologia
forense, la tossicologia ambientale, la tossicologia
dello sviluppo (con la teratologia), la tossicologia
della riproduzione, la farmacotossicologia e la tossi-
cologia clinica; in particolare, quest’ultima si occupa
delle patologie causate o associate con 'esposizione
alle sostanze tossiche.

Ogni sostanza chimica estranea all’'organismo (ad-
ditivi alimentari, coloranti, emollienti, farmaci, pesti-
cidi, inquinanti ambientali, prodotti voluttuari ecc.)
costituisce uno xenobiotico. Gli xenobiotici sono di-
stribuiti ai diversi organi attraverso il circolo sangui-
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gno essenzialmente legati alle proteine plasmatiche,
dove possono accumularsi provocando effetti tossici
se si supera la soglia di tossicita (acuta o cronica).

Si puo definire veleno ogni agente capace di pro-
durre un danno in un sistema biologico. Virtual-
mente, ogni sostanza chimica ha la potenzialita di
produrre un danno o la morte, se presente in una
concentrazione sufficientemente elevata. Al riguardo
un parametro particolarmente importante ¢ la LD,
definita come la dose di sostanza che causa la morte
nel 50% dei soggetti esposti. Va tuttavia osservato che
le misure diletalita acuta come la LD, non sempre ri-
flettono in modo accurato 'intero spettro di tossicita
o il pericolo associato con I'esposizione a un agente
perché piccole dosi non tossiche a livello acuto ma
accumulate nel tempo possono dare luogo a fenome-
ni di tossicita cronica.

Gli agenti tossici sono classificati sulla base de-
gli interessi e delle necessita di chi li classifica; essi
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possono essere descritti in funzione del loro organo
bersaglio, del loro uso, della loro origine, delle loro
caratteristiche fisiche e chimiche o dei loro effetti.

Il termine fossina ¢ utilizzato generalmente per le
sostanze tossiche prodotte da sistemi biologici come
piante, animali, funghi o batteri, mentre il termine
agente tossico € utilizzato nel caso di sostanze tossiche
derivanti da attivita umane.

Gli effetti tossici di una sostanza (compresi quel-
li dovuti ad allergia o idiosincrasia) possono essere
immediati o ritardati, come anche reversibili o irre-
versibili; la reversibilitd o lirreversibilita dell’effetto
dipende principalmente dalle capacita di rigenerazio-
ne del tessuto interessato.

Un’altra distinzione fra i vari tipi di effetti tossici
riguarda il sito d’azione. Gli effetti locali sono quelli
che si verificano nel sito di primo contatto tra il si-
stema biologico e I'agente tossico. Invece gli effetti
sistemici sono quelli che richiedono I'assorbimento e
la distribuzione dell’agente tossico dal suo sito d’en-
trata a un punto lontano ove ¢ in grado di produrre
i suoi effetti tossici. La maggior parte delle sostanze
produce effetti sistemici; per alcune sostanze sono
stati dimostrati effetti sia locali sia sistemici. In ge-
nere, gli agenti chimici che causano effetti sistemici
producono la loro massima tossicita in uno o due or-
gani, definiti organi bersaglio della tossicita; spesso
I'organo bersaglio non corrisponde al sito di massima
concentrazione dell’agente chimico.

o
‘) Interazione tra sostanze
chimiche

L’interazione tra sostanze chimiche puo avvenire con
diversi meccanismi: alterazione dell’assorbimento,
del legame con le proteine, del metabolismo (o bio-
trasformazione) o dell’escrezione di una o piu delle
sostanze coinvolte. Oltre ai fenomeni di interazio-
ne, la risposta dell’organismo alla combinazione di
diverse sostanze tossiche puo risultare aumentata o
diminuita a causa degli effetti tossici indotti nel sito
d’azione.

Si ha un effetto additivo quando due sostanze som-
ministrate contemporaneamente producono un ef-
fetto pari alla somma degli effetti indotti da ciascuna
di esse somministrata singolarmente; ¢ I'effetto piu
comune. Si ha un effetto sinergico quando la combi-
nazione di due sostanze produce effetti maggiori del-
la somma degli effetti indotti dalle sostanze sommi-
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nistrate singolarmente. Si ha potenziamento quando
una sostanza € di per sé priva di effetti tossici, ma se
somministrata contemporaneamente a un’altra que-
sta la rende pit tossica.

L’antagonismo ¢ la situazione in cui due o piu
sostanze interferiscono fra di loro. Esistono quattro
categorie fondamentali di antagonismo: I'antagoni-
smo funzionale (quando due sostanze hanno effetti
contrapposti sulla stessa funzione fisiologica), I'an-
tagonismo chimico o inattivazione (quando fra le
sostanze coinvolte avviene una reazione chimica che
generalmente da esito a un prodotto meno tossico),
I'antagonismo cinetico (quando vengono alterati
Passorbimento, il metabolismo, la distribuzione o I’e-
screzione di una delle sostanze, la cui concentrazione
e/o durata dell’effetto sull'organo bersaglio risultera
diminuita) e 'antagonismo recettoriale (quando I'ef-
fetto combinato di sostanze che si legano allo stesso
recettore ¢ minore della somma degli effetti indotti
da ciascuna sostanza somministrata singolarmente o
quando una sostanza antagonizza gli effetti di un’al-
tra sostanza).

Tolleranza

La tolleranza ¢ la condizione di diminuita risposta
alleffetto tossico di una sostanza dovuta a una pre-
cedente esposizione alla sostanza stessa o a un’al-
tra strutturalmente simile; i principali meccanismi
responsabili della tolleranza sono una diminuita
quantita di sostanza che raggiunge il sito in cui viene
prodotto leffetto tossico (tolleranza cinetica) e una
ridotta reattivita del tessuto.

Caratteristiche dell'espaosizione

Gli effetti tossici su un sistema biologico non ven-
gono prodotti senza che 'agente o i suoi metaboliti
raggiungano i siti appropriati dell’organismo a una
concentrazione e per un tempo sufficienti a evocare
Ieffetto tossico. Quindi la risposta tossica dipende
dalle proprieta chimico-fisiche dell’agente, dalla sede
di esposizione, dal metabolismo dell’agente e dalla
suscettibilita del sistema biologico o dell'individuo,
Le pill importanti vie attraverso cui gli agenti tos-
sici hanno accesso all’'organismo sono il tratto gastro-
enterico (ingestione), i polmoni (inalazione), la pelle
(via topica, percutanea o dermica) e le altre vie paren-
terali. Generalmente gli agenti tossici producono gli
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effetti maggiori e le risposte piu rapide quando ven-
gono iniettati direttamente nel torrente circolatorio.
11 “veicolo” (ovvero il materiale in cui 'agente tossico
¢ disciolto) e altri fattori della formulazione possono
alterare notevolmente 'assorbimento; inoltre, anche
la via di somministrazione puo influenzare la tossici-
ta degli agenti.

Nelle situazioni di esposizione nell'uomo, la du-
rata e la frequenza dell’esposizione spesso non sono
chiaramente definite, ma in generale le esposizioni
occupazionali e ambientali possono essere descritte
come acute (singolo incidente o episodio di esposi-
zione), subcroniche (esposizione per alcune settima-
ne o mesi) o croniche (che avvengono ripetutamente
per molti mesi o anni).

Per numerosi agenti gli effetti tossici ottenuti dopo
una singola somministrazione sono molto diversi
da quelli prodotti con esposizioni ripetute. L’esposi-
zione acuta ad agenti che vengono assorbiti rapida-
mente puo determinare facilmente effetti tossici im-
mediati, ma puo anche causare degli effetti ritardati
che possono essere simili o diversi dagli effetti tossici
conseguenti all’esposizione cronica; al contrario, nel
caso di esposizione cronica, oltre agli effetti a lungo
termine osservabili con basse dosi, dopo ogni som-
ministrazione si possono osservare anche alcuni ef-
fetti immediati (acuti). Un altro fattore importante
per la caratterizzazione temporale dell’esposizione
¢ la frequenza delle esposizioni: una singola dose di
un agente chimico che produce effetti tossici marcati
puo essere senza effetto se la stessa dose viene suddi-
visa e somministrata a intervalli. Di contro, anche se
la sostanza non si accumula, dopo ogni somministra-
zione possono essere presenti danni cellulari o tissu-
tali; pertanto & importante valutare se I'intervallo di
tempo che intercorre tra due dosaggi successivi sia
stato sufficiente per permettere un completo recupe-
ro del danno; quindi si possono verificare effetti tos-
sici cronici se la sostanza si accumula nel sistema bio-
logico (perché I'assorbimento eccede il metabolismo
e/ol’escrezione), se produce effetti tossici irreversibili
o se tra gli intervalli di esposizioni non & trascorso un
intervallo di tempo sufficiente per il completo recu-
pero del danno.

Metabolismo

Poiché ogni sostanza ¢ sottoposta a un processo di
biotrasformazione (detto metabolismo) che ha lo
scopo di trasformare le sostanze estranee in com-
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posti pill polari e piu idrosolubili per aumentarne
'escrezione, per la valutazione del potenziale tossi-
co di uno xenobiotico ¢ importante tenere presenti
non solamente gli effetti tossici della sostanza tossica
in quanto tale, ma anche quelli dei suoi metaboliti.
Questo ¢ di particolare importanza nella valutazione
dell’azione di un farmaco, dove i metaboliti da una
parte possono essere le sostanze che esplicano I'effet-
tiva azione farmacologica (poiché quindi la sostanza
somministrata ¢ un profarmaco), ma dall’altra posso-
no ricoprire un’importante azione tossica.

La biotrasformazione di una sostanza puo portare
alla formazione di metaboliti inattivi, di metaboliti
attivi (con spettro d’azione uguale o diverso rispetto
a quello della sostanza originaria) e metaboliti deci-
samente tossici.

La sede principale del metabolismo ¢ il fegato, ma
anche polmoni, reni e intestino hanno una capacita
metabolica significativa e ogni tessuto e dotato di una
certa capacita metabolica.

Una caratteristica degli enzimi epatici e che la loro
sintesi e la loro attivita possono aumentare in segui-
to alla somministrazione ripetuta di sostanze come
farmaci, pesticidi, sostanze chimiche di origine indu-
striale e alimenti (un esempio su tutti I'etanolo). L’in-
duzione metabolica, particolarmente importante nel
caso dei farmaci, si traduce in un’accelerazione del
metabolismo e in una riduzione dell’azione non solo
della sostanza induttrice, ma anche di altre sostanze
somministrate contemporaneamente all'induttore.

Il metabolismo si attua in due fasi. Le reazioni di
fase I o di funzionalizzazione hanno la finalita di in-
serire o di mettere in evidenza nella molecola gruppi
funzionali come -OH, -NH, o ~-COOH; sono rea-
zioni di fase I la riduzione, 'ossidazione, I'idrolisi e
lidratazione, che nella maggior parte dei casi sono
catalizzate dal sistema del citocromo P450. Invece
le reazioni di fase II o di coniugazione sono reazio-
ni enzimatiche di biosintesi per mezzo delle quali un
composto esogeno o un metabolita derivato da una
reazione di fase I si lega in modo covalente con una
molecola endogena mediante i gruppi funzionali -
OH, -COOH, -NH, o -SH; in generale, i coniugati
sono molecole polari facilmente eliminabili; sono re-
azioni di fase II la glucuronoconiugazione, I'acetila-
zione e la coniugazione con il glutatione.

Gli xenobiotici nel processo metabolico vengono
trasformati in xenobiotici con attivita minore o nul-
la rispetto al parentale (subendo quindi un processo
di detossificazione) oppure in metaboliti con attivita
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maggiore rispetto al parentale (subendo quindi un

processo di bioattivazione).

Importante al riguardo € quindi l'utilizzo di op-
portuni biomarcatori che siano indice di alterazioni
biochimiche o molecolari dovute allo xenobiotico e
che siano misurabili in campioni di liquidi biologici
umani. Si possono considerare importanti:

o biomarcatori di esposizione, definibili come sostan-
ze esogene, o loro metaboliti, o prodotti dell'in-
terazione tra uno xenobiotico e una molecola o
cellula bersaglio e misurati in un compartimento
dell’organismo (es. livelli urinari o plasmatici di
composti esogeni e/o di loro metaboliti);

o biomarcatori di dose biologicamente efficace, che
rappresentano una misura dell’esposizione pit vi-
cina al bersaglio (es. addotti al DNA o alle proteine
plasmatiche di composti esogeni);

o biomarcatori di effetti biologici, che evidenziano
un’alterazione biochimica, fisiologica o di altro
tipo misurabile in un organismo che, a seguito
dell’esposizione a un determinato fattore di rischio
e a seconda dell’entita, indica un danno effettivo
o potenziale alla salute o una vera e propria pato-
logia (es. aberrazioni cromosomiche o scambio di
cromatidi fratelli);

o biomarcatori di suscettibilita, che evidenziano la
diminuzione intrinseca o acquisita della capacita
di un organismo di rispondere ai possibili effetti
dell’esposizione a un determinato xenobiotico (es.
lo studio dei genotipi che caratterizzano il poli-
morfismo di enzimi coinvolti nel metabolismo dei
tossici).

Metaboloma e biomarker metabaolici

L’utilizzo di biomarcatori di tipo metabolico ¢ un ap-
proccio consolidato in medicina (e quindi anche in
chimica clinica e in tossicologia analitica), non solo
in termini di semeiotica clinica ma anche in termi-
ni di diagnosi precoce e di prevenzione: si vedano
a proposito i programmi di valutazione del rischio
cardiovascolare basati su marker come il colesterolo
o la valutazione dei metaboliti degli idrocarburi nei
soggetti esposti.

Nel metabolismo endogeno, 'inattivazione totale
o parziale di un enzima provoca la riduzione della
formazione del prodotto e/o I'accumulo del substrato
che puo essere metabolizzato mediante vie metabo-
liche alternative, provocando un aumento di meta-
boliti a monte con inibizione di altre vie metaboliche
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e, talora, compromissione delle funzioni cellulari;
questo fenomeno puo anche essere una componente
dell’effetto tossico proprio dello xenobiotico di inte-
resse. Questo meccanismo patogenetico suggerisce
la considerazione che lo studio di diversi parametri
correlati, alcuni in aumento e altri in diminuzione,
offra un significativo valore aggiunto all'informativi-
ta clinica del dato.

La capacita analitica non costituisce pit, per la me-
tabolomica, un fattore limitante: I'utilizzo di tecno-
logie come la spettroscopia in risonanza magnetica
nucleare o la spettrometria di massa hanno raggiunto
tali livelli di funzionalita analitica da permettere il
dosaggio simultaneo sul medesimo campione di cen-
tinaia di metaboliti a costi accettabili. E invece ancora
incompleta la conoscenza di tutte le reti metaboliche
fisiologiche e patologiche e i rapporti che intercorro-
no fra metaboloma tissutale e metaboloma plasmati-
co, quindi i rapporti tra le diverse linee metaboliche,
i fattori che ne regolano l'attivita e i relativi meccani-
smi omeostatici, i rapporti fra reazioni metaboliche
extracellulari ed endocellulari.

Anche in tossicologia, quindi, riveste particolare
importanza lo studio degli effetti delle sostanze tos-
siche sulle varie vie metaboliche, rendendosi spesso
necessaria la ricerca nelle matrici biologiche non solo
dello xenobiotico “parentale” ma anche dei suoi me-
taboliti e/o dei marker di danno collegati all’assun-
zione della sostanza.

u
w) Relazione dose-risposta

Le caratteristiche dell’esposizione e lo spettro degli
effetti tossici hanno tra di loro una stretta correla-
zione definita relazione dose-risposta; la risposta ¢
definita graduale quando l'effetto ¢ continuo in un
determinato intervallo di dosi, mentre gli effetti del
tipo “tutto-o-nulla” sono definiti quantali.

Ogni individuo pero risponde in maniera specifica
a una sostanza, e la risposta degli individui a dosi cre-
scenti della sostanza stessa si distribuisce lungo una
gaussiana; esistono quindi, al di la della risposta me-
dia, individui ipersensibili e individui resistenti.

L’andamento della curva dose-risposta ha impor-
tanti implicazioni nella valutazione della tossicita.
Per esempio per quelle sostanze che sono necessa-
rie per le normali funzioni fisiologiche vitali (es. le
vitamine e gli elementi essenziali in tracce come il
selenio), la relazione dose-risposta in un individuo
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ha, per l'intero intervallo di dosi, un andamento a
U. Questo significa che a dosi molto basse (ovvero in
una situazione di carenza) si hanno numerosi effetti
negativi che diminuiscono con 'aumento della dose.
Se si aumenta la dose fino a un livello in cui non si ha
piu carenza, gli effetti negativi scompaiono e 'orga-
nismo raggiunge 'omeostasi. Tuttavia se si aumenta
la dose a livelli eccessivi si avra una risposta avversa
(in genere qualitativamente differente da quella os-
servata in condizioni di carenza) che si aggrava con
I'aumento della dose.

Alcune sostanze tossiche non nutrizionali possono
avere effetti benefici o stimolanti a basse dosi, mentre
a dosi piu elevate producono effetti avversi. Questo
fenomeno, definito ormesi, puo essere descritto da
una curva dose-risposta a U.

Un altro importante aspetto della relazione do-
se-risposta ¢ il concetto di “soglia”, intesa come dose
al di sotto della quale la probabilita di una risposta
individuale € 0. Nel caso di relazioni dose-risposta in-
dividuali esiste certamente una soglia per la maggior
parte degli effetti tossici, sebbene la variabilita della
risposta tra gli individui e le variazioni qualitative
del tipo di risposta a una determinata dose rendano
difficile stabilire una soglia “senza effetti” per qual-
siasi sostanza. La presenza o I'assenza di una soglia
¢ importante per I'identificazione di livelli sicuri di
esposizione a una sostanza.

In generale, comunque, ¢ importante tenere pre-
sente che molto spesso le relazioni dose-risposta non
hanno un andamento lineare e che quasi sempre
I'aumento dell’effetto tossico & piu lento o piu rapido
dell’'aumento della dose.

Nella valutazione della relazione dose-risposta esi-
stono alcuni parametri importanti da tenere in consi-
derazione. Per esempio, nel caso dei farmaci, uno di
questi & 'indice terapeutico, definito come il rapporto
trala dose necessaria per produrre un effetto tossico e
quella necessaria per produrre una risposta terapeu-
tica desiderata; analogamente I'indice comparativo di
tossicita si ottiene dal rapporto tra le dosi di due o
piu diverse sostanze che producono una medesima
risposta o tra le dosi della stessa sostanza che sono
necessarie per avere due o pil diversi effetti tossici.

L’indice di effetto pitt comunemente usato, sia per
gli effetti tossici sia per quelli benefici, ¢ la dose me-
diana, cioé la dose necessaria per ottenere una rispo-
sta nel 50% di una popolazione (o per produrre il 50%
della risposta massima). L’indice terapeutico (IT) di
un farmaco rappresenta una misura approssimativa
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della sua sicurezza ed ¢ espresso dal rapporto tra la
dose tossica (storicamente la dose letale) e la dose ef-
ficace o terapeutica (DE): IT=DT,/DE,,. Pero I'uso
delle dosi mediane non fornisce informazioni circa la
pendenza delle rispettive curve dose-risposta per gli
effetti terapeutico e tossico. Un modo per superare
questo inconveniente ¢ utilizzare la dose efficace nel
99% della popolazione per un effetto desiderato e la
dose letale (DL) per I'1% della popolazione per un ef-
fetto tossico; questi parametri sono utilizzati per cal-
colare il margine di sicurezza (MS): MS=DL,/DE,,.
Per sostanze diverse dai farmaci il termine margine
di sicurezza si utilizza per indicare 'ampiezza della
differenza esistente tra la dose di esposizione di una
certa popolazione e la dose piu alta che non deter-
mina effetti tossici negli animali da esperimento (No
Observed Adverse Effect Level, NOAEL).

Per confrontare gli effetti tossici di due o piu so-
stanze ¢ necessario stabilire la relazione dose-rispo-
sta per ciascuna di esse. La potenza di una sostanza
si riferisce a un intervallo di dosi all’interno del quale
la sostanza stessa produce effetti sempre maggiori;
invece l'efficacia massima di una sostanza riflette il
limite della sua relazione dose-risposta.

Variazioni nelle risposte tossiche

Per tossicita selettiva si intende la capacita di una so-
stanza di produrre un danno su un organismo senza
avere effetto su un altro organismo, anche se i due or-
ganismi vivono a stretto contatto tra loro. Sfruttando
i vantaggi della diversita biologica ¢ possibile svilup-
pare agenti chimici letali per una specie indesidera-
bile e innocue per altre specie (es. gli antiparassitari).
La selettivita dell’effetto tossico puo essere dovuta a
differenze nella distribuzione o nel metabolismo del-
la sostanza tossica nei diversi organismi.

Sebbene un principio di base della tossicologia sia
che “i risultati sperimentali ottenuti negli animali,
quando propriamente qualificati, sono applicabi-
li all'uomo”, ¢ importante tenere presente che nella
risposta agli agenti tossici possono esistere differen-
ze sia quantitative sia qualitative nelle diverse spe-
cie. I’identificazione dei meccanismi alla base di tali
differenze di specie nella risposta agli agenti chimici
permette di verificare la rilevanza per 'uvomo dei dati
ottenuti sugli animali da laboratorio.

Anche all’interno della stessa specie possono veri-
ficarsi delle variazioni individuali nella risposta agli
agenti chimici che dipendono da sottili differenze
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genetiche definite polimorfismi genetici. Queste va-
riazioni possono essere responsabili delle reazioni di
idiosincrasia e delle differenze individuali nella rispo-
sta agli agenti chimici.

Pericolo e rischio tossicologico

Idealmente il tossicologo dovrebbe essere in grado di
formulare dei giudizi quantitativi relativi agli effetti
avversi o addirittura tossici che le sostanze o i conta-
minanti possono provocare negli organismi e, in par-
ticolare, nella popolazione umana. Un giudizio rea-
listico sulla valutazione di pericolo per 'uomo porta
necessariamente a una differenziazione fra sicurezza
assoluta e rischio accettabile. Il raggiungimento della
sicurezza assoluta comporterebbe la conoscenza degli
effetti misurabili in relazione alla dose somministrata
a ciascun individuo, la fonte di esposizione, la tipo-
logia dell’effetto tossico provocato dall’agente tossico
assunto singolarmente o in miscela, I'esistenza o la
mancanza di una soglia di effetto tossico e la varia-
bilita dell’effetto tossico all'interno della popolazio-
ne. Molto spesso i dati non sono qualitativamente o
quantitativamente adeguati per valutare la tossicita di
una sostanza e per questa ragione ¢ necessario avere a
disposizione delle metodologie che siano in grado di
calcolare oggettivamente il rischio per 'uomo deri-
vante dall’esposizione a un tossico. Sebbene sia com-
prensibile che un certo rischio possa essere accettato
se legato a un reale beneficio, esso ¢ addirittura inevi-
tabile quando deriva da alcuni contaminanti naturali
presenti nell’'ambiente. La problematica si complica
ulteriormente quando si esamina I'entita del rischio
in relazione a differenti fasce di popolazione che mo-
strano una sensibilita nettamente diversa; in genere
le decisioni tossicologiche tendono a considerare la
risposta biologica di un individuo adulto sano.

Valutazione tossicologica

Per i composti che non hanno dimostrato effetto can-
cerogeno il primo interrogativo a cui rispondere & il
riconoscimento della dose (generalmente espressa in
milligrammi per chilogrammo di peso corporeo) pil
bassa a cui ¢ stato osservato un effetto tossico (Lowest
Observed Adverse Effect Level, LOAEL) o meglio an-
cora di una dose che non ha mostrato alcun effetto
tossico negli esperimenti biologici compiuti (No Ob-
served Effect Level, NOEL).
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La NOEL viene definita come la concentrazione
piu elevata di una sostanza che non causa evidenzia-
bili alterazioni morfologiche o funzionali e non in-
fluenza la crescita, lo sviluppo e la durata della vita
dell’organismo biologico in studio. Esiste una serie di
esperimenti tossicologici da compiersi in vitro su or-
ganismi semplici come i batteri e prove da effettuare
su animali da laboratorio o quando necessario, come
nel caso dei prodotti farmaceutici, sull'uomo.

La Tabella 48.1 comprende le principali prove
previste per la formulazione della valutazione tossi-
cologica di un composto ad attivita biologica.

Generalmente lo studio piu significativo da cui ri-
cavare il NOEL ¢ quello a lungo termine e/o di can-
cerogenesi; il protocollo di tale sperimentazione pre-
vede somministrazioni giornaliere della sostanza in
esame per un periodo equivalente al 75% della vita
dell’animale in esperimento e una via di sommini-
strazione attraverso cui ragionevolmente I'uomo sara
esposto.

La selezione delle dosi da utilizzare nelle sperimen-
tazioni tossicologiche compiute al fine di evidenziare
un NOEL rappresenta il punto focale del problema.
La dose piu elevata dovrebbe produrre un chiaro ef-
fetto tossico che non si dovrebbe riscontrare alla dose
pit bassa. La dose maggiore non dovrebbe causare
un’elevata mortalita tale da inficiare 'esperimento e
neppure un’esagerata azione farmacologica che puo,
durante il lungo periodo di trattamento, causare ef-
fetti tossici non ascrivibili direttamente alla sostanza.
Al fine di ottenere una curva dose-risposta, devono
essere programmati almeno tre livelli di dosi piu
naturalmente un gruppo di controllo non trattato.
Sarebbe auspicabile condurre per ciascuna sostanza
delle sperimentazioni pilota di farmacocinetica e far-

48.1 Protocollo tossicologico

|dentificazione chimico-fisica

Farmacocinetica (assorbimento, distribuzione, metabolismo
ed escrezione [ADME])

Farmacodinamica (interazione della sostanza con il suo sito
d'azione)

Studi biochimici

Studi farmacologici

Studi di tossicita acuta

Studi a breve e a lungo termine

Studi di genotossicita

Studi di embriotossicita e/0 teratogenesi

Studi di fertilita

Studi di cancerogenesi

Studi speciali di tossicita (es. neurotossicita)

Osservazioni sul'uomo

Studi di ecotossicologia
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macodinamica per individuare la specie animale pil
simile all'uomo al fine di ottenere dalle sperimenta-
zioni a lungo termine un NOEL piu veritiero, evitan-
do di cadere nell’errore fondamentale di scegliere la
specie piu sensibile.

In mancanza di un NOEL si puo prendere in con-
siderazione la dose che non ha prodotto alcun effetto
avverso (NOAEL).

La Figura 48.1 rappresenta un’ipotetica curva do-
se-risposta.

Al fine di stabilire le condizioni di impiego che
determinano un’esposizione potenzialmente priva di
rischio a sostanze nocive purché non cancerogene,
dal 1955 I'Organizzazione Mondiale della Sanita uti-
lizza una metodica che, pur basandosi su concetti a
prima vista semplicistici, ¢ stata in grado di calcolare
la dose giornaliera accettabile (DGA) (chiamata an-
che admissible daily intake) di centinaia di sostanze
presenti nell’ambiente e negli alimenti.

La DGA stima la quantita di una sostanza (espres-
sa in milligrammi per chilogrammo di peso corpo-
reo) che puo essere assunta giornalmente da un sog-
getto per tutta la vita senza apprezzabile rischio per
la salute. Essa viene applicata mediante un fattore di
sicurezza (SF) applicato al NOEL determinato speri-
mentalmente. Il valore del fattore di sicurezza viene
fissato in funzione della natura dell’effetto tossico,
della dimensione e del tipo della popolazione da pro-
teggere e della qualita dei dati tossicologici disponi-
bili. Quando sono disponibili risultati di un esperi-
mento a lungo termine, viene tradizionalmente usato
un fattore di sicurezza di 100 (un fattore 10 per ov-
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Figura 48.1: Ipotetica curva dose-risposta di una
determinata sostanza. LOAEL: dose piu bassa a cui

e stato osservato un effetto tossico; NOEL: dose che
non ha mostrato alcun effetto tossico negli esperimenti
biologici compiuti.
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viare alle incertezze riguardanti I'estrapolazione dei
risultati ottenuti dall’animale all'uomo e un ulteriore
fattore 10 al fine di comprendere nella DGA anche
la fascia di popolazione molto suscettibile anche agli
effetti tossici del composto).

Un fattore di sicurezza pari a 10 puo essere usato
solo quando esistano dati adeguati nella popolazione
umana. Il fattore 1000 puo essere impiegato quando
sono disponibili dati adeguati derivanti da sperimen-
tazioni a breve termine.

Mediante la DGA ¢ possibile calcolare la massima
concentrazione di una sostanza, i livelli tollerabili
(TL) a cui l'individuo puo essere esposto giornal-
mente attraverso l'aria, 'acqua e gli alimenti senza
incorrere in un rischio apprezzabile per la salute. Cid
si effettua moltiplicando la dose per il peso corporeo
medio e dividendo tale prodotto per il consumo me-
dio giornaliero di uno specifico alimento o di acqua
o di aria inspirata. Tali quantita, fissate a livello inter-
nazionale dal’OMS, sono in molti casi volutamente
“esagerate” per porsi nelle condizioni pill conservati-
ve al fine di proteggere I'individuo esposto.

La valutazione del rischio comprende infine il cal-
colo del margine di sicurezza (SM), che consiste nel
rapporto tra le concentrazioni tollerabili e le concen-
trazioni della sostanza misurate nel comparto inte-
ressato. Il margine di sicurezza consente dunque di
valutare quantitativamente, mediante una misura
assoluta, il rischio derivante dall’esposizione a una
sostanza; € evidente che piti il valore ¢ elevato minore
¢ il rischio. L’esperienza insegna che anche un valore
prossimo all’'unita non rappresenta un rischio preoc-
cupante, in quanto esaminando I'intero procedimen-
to di calcolo si nota che il margine di sicurezza viene
utilizzato per ridurre la dose che non ha mostrato
alcun effetto tossico in cui la sostanza & stata som-
ministrata ripetutamente per lunghi periodi. Inoltre,
bisogna considerare che la normale irregolarita della
risposta biologica derivante da differenze genetiche
anche all'interno della stessa specie e la variabilita
analitica basata sulla risposta strumentale non ri-
petibile costantemente devono indurre chi utilizza
NOEL, DGA, TL e SM a considerare tali numeri non
in modo strettamente matematico; infatti il supera-
mento della DGA non determina necessariamente
un effetto avverso.

Nel campo della tossicologia industriale esistono
poi diversi indici di esposizione raccomandati dall’A-
merican Conference of Governmental Industrial Hy-
gienist, quali i valori limite di soglia (Treshold Limit
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Values, TLV), che rappresenta la massima concen-
trazione di una sostanza a cui il lavoratore puo essere
esposto senza che si producano effetti avversi. Il TLV
puo essere espresso anche in modi piu puntuali: il
limite medio ponderato nel tempo (Time Weighted
Average, TWA), cioe la concentrazione accettabile
per il periodo relativo alle 8 ore lavorative giornaliere
o alle 40 ore settimanali; il limite massimo di esposi-
zione per un breve periodo, definito limite per breve
tempo di esposizione (Short Term Exposure Limit,
STEL), cioé la massima concentrazione a cui un la-
voratore puo essere esposto nell’arco di 15 minuti a
condizione che cid non avvenga per piu di quattro
volte in una giornata e a intervalli di almeno un’ora e
purché il TWA non venga oltrepassato; infine il valo-
re di tetto (Ceiling Limit, CL), che ¢ il valore che non
puo essere oltrepassato neanche per un solo istante
nell’arco della giornata lavorativa.

Filosofia della valutazione del rischio

Evidenziare il grado di tossicita di una sostanza non
e che il primo passaggio essenziale per poter defini-
re il grado di rischio derivante dalla sua esposizione.
Infatti, un conto ¢ paragonare la tossicita di un grup-
po di sostanze utilizzando un particolare protocollo
sperimentale e un altro ¢ giudicare I'impatto tossico-
logico delle stesse sostanze nell’'ambito dei loro possi-
bili diversi utilizzi. La tossicita della formaldeide, per
esempio, varia radicalmente a seconda che essa venga
ingerita, inalata o assorbita attraverso la cute. Nel pri-
mo caso, la molecola interagisce direttamente con il
materiale genetico o con le proteine della parete del-
le cellule con cui viene a contatto; nel secondo caso,
fino a una certa concentrazione & sequestrata dai
componenti naturali degli alimenti che cosi annulla-
no o riducono la sua reattivita biologica; da ultimo,
a livello cutaneo tale molecola causa principalmente
problemi di sensibilizzazione.

E dunque evidente che nel giudicare I'impatto
tossicologico di una sostanza entrano in gioco diffe-
renti fattori e competenze che devono essere in gra-
do: prima di tutto di analizzare i benefici derivanti
dall’utilizzo di tale sostanza e di bilanciarli contro gli
eventuali rischi; di proporre valide alternative basate
su solide conoscenze delle proprieta tossiche dell’e-
ventuale succedaneo e di prendersi la responsabilita
di accettare I'uso di una certa molecola di cui si cono-
scono a fondo i meccanismi di tossicita piuttosto che
accettare come alternativa I'impiego di una sostanza
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che sembra priva di rischi solo perché gli studi con-
dotti sono parziali; infine di regolamentare le quan-
tita di una sostanza immesse nell’ambiente al fine di
evitare disastri ecologici, tenendo presente anche le
trasformazioni chimiche che essa puo subire.

N
‘) Tossicologia analitica

La tossicologia analitica e I'applicazione di metodiche
di chimica analitica per la valutazione qualitativa e/o
quantitativa di sostanze che possono esercitare effetti
tossici sugli organismi viventi.

In ambito clinico, la tossicologia analitica puo es-
sere di supporto alla diagnosi e al trattamento di in-
tossicazioni, cosi come al monitoraggio dell’efficacia
dei protocolli terapeutici, attraverso la chiara identi-
ficazione della natura del tossico e la determinazione
della quantita assorbita. Queste informazioni, unita-
mente al quadro clinico del paziente, consentono al
clinico di correlare i segni e i sintomi osservati con gli
effetti attesi dell’'agente tossico.

Regola fondamentale nel trattamento dei casi di
avvelenamento € rimuovere il materiale non assorbi-
to, limitare 'assorbimento di ulteriore tossico e ac-
celerarne I'eliminazione. Il laboratorio di tossicologia
clinica svolge il suo ruolo di supporto monitorando
la quantita di agente tossico ancora in circolo o misu-
randone la quota escreta.

Particolarmente importante ¢ anche il ruolo della
farmacotossicologia e del monitoraggio terapeutico
dei farmaci, sia per la gestione dei fenomeni di sovra-
dosaggio (volontari o meno) sia per I'individuazione
della dose ottimale di farmaco per tenere conto delle
variazioni individuali nella risposta ai farmaci e della
compliance.

Monitoraggio biologico

Il monitoraggio biologico eseguito direttamente su un
lavoratore (o comunque su un soggetto esposto croni-
camente a un agente tossico) puo costituire una miglio-
re indicazione di esposizione rispetto al semplice moni-
toraggio ambientale, perché puo indicare la percentuale
di agente che ¢ stato effettivamente assorbito. Spesso le
esposizioni ambientali riguardano una miscela di agen-
ti chimici e/o composti che sono trasformati nell’orga-
nismo in metaboliti importanti. Pertanto, i metodi di
analisi devono essere in grado di rivelare un’ampia fa-
miglia di agenti chimici con i loro principali metaboliti
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e devono inoltre essere dotati di sufficiente specificita e
sensibilita per rivelare piccole concentrazioni di analiti
in matrici biologiche complesse.

Oltre all’analisi dell’agente o dei suoi metaboliti
nelle matrici biologiche del soggetto, ¢ possibile uti-
lizzare metodi indiretti. Sostanze che interagiscono
con le macromolecole possono formare addotti che
persistono per lunghi periodi; questi addotti possono
essere campionati periodicamente e, potenzialmente,
possono servire come mezzo integrativo nella valu-
tazione dell’esposizione a lungo termine ad alcune

TOSSICOLOGIA CLINICA

I punti generali di seguito riportati rappresentano

elementi importanti per I'approccio clinico iniziale al

paziente con intossicazione:

« stabilizzazione del paziente;

o valutazione clinica (anamnesi, esame obiettivo,
esami di laboratorio, indagini radiologiche);

« prevenzione dell’ulteriore assorbimento del tossico;

o aumento dell’eliminazione del tossico;

o somministrazione di antidoti;

« trattamento sintomatico di supporto e follow-up
clinico.

Per quanto riguarda gli esami di laboratorio, il nu-
mero di sostanze per le quali & possibile ottenere ra-
pidamente un dato analitico nel sistema dell’'urgenza
¢ limitato rispetto al numero di agenti che possono
essere causa di intossicazione; cio sottolinea ulterior-
mente I'importanza del riconoscimento delle sindro-
mi cliniche per gli intossicati e 'importanza per il
tossicologo clinico di impostare un trattamento ge-
nerale e di supporto nei pazienti con intossicazione
da causa non nota. Per le sostanze misurabili in tem-
pi brevi nei laboratori d’urgenza, il dato quantitativo
puo spesso fornire indicazioni sia prognostiche sia
terapeutiche.

Per numerosi farmaci (salicilati, litio, fenobarbitale
ecc.) esistono relazioni predittive fra concentrazione
plasmatica ed evoluzione clinica, cosi come per alcuni
agenti sono note le concentrazioni che indicano la ne-
cessita di interventi terapeutici. Alcuni autori hanno
identificato le concentrazioni plasmatiche di vari far-
maci e sostanze che costituiscono “livelli di interven-
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sostanze. Un altro metodo utile per il monitoraggio
biologico consiste nel valutare le modifiche di nor-
mali metaboliti indotte da xenobiotici; anche se il
monitoraggio delle alterazioni dell’escrezione uri-
naria di questi metaboliti puo non essere indicativo
dell’esposizione a una specifica sostanza, questa tec-
nica puo essere utilizzata per indicare in modo gene-
rico un’esposizione potenzialmente tossica. Il preco-
ce riconoscimento di un problema tossicologico puo
favorire la protezione del soggetto prima che insorga-
no effetti irreversibili.

to” e valori soglia di tossicita; questi valori rappresen-
tano in genere le concentrazioni medie delle rispettive
sostanze che, in base a dati retrospettivi, hanno dimo-
strato di avere significativi effetti dannosi.

A causa della limitata disponibilita di esami di la-
boratorio “diagnostici” per i veleni, i tossicologi clini-
ci utilizzano (ove possibile e indicato) specifici dati di
laboratorio chimico-clinici disponibili di routine per
Pattivita in urgenza per capire quale veleno sia stato
assunto.

n
‘) Ruolo del laboratorio

Ovviamente il laboratorio, sia chimico in senso stret-
to sia chimico-clinico, riveste una particolare impor-
tanza in tossicologia. In generale si puo affermare che
il processo analitico prevede le seguenti fasi:

« definizione generale del problema;

« definizione analitica del problema;

« scelta di metodo, tecnica, procedura e protocollo;
* campionamento;

o trattamento del campione;

« analisi;

« valutazione dei dati e conclusioni.

E importante tenere presenti alcune definizioni che
aiutano a valutare al meglio il dato analitico.
Un’analisi qualitativa si prefigge di verificare la
semplice presenza (o meno) di uno o piu analiti;
un’analisi quantitativa comporta la determinazione
della concentrazione di uno o piu analiti nella ma-
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trice oggetto di analisi. La qualita dei dati e stret-
tamente legata a una serie di parametri (indicati di
seguito) di cui bisogna tenere conto nella valuta-
zione critica dei risultati. L’accuratezza esprime la
concordanza di un dato riferito al valore vero o di
riferimento accettato come tale; puod quindi com-
prendere sia I'errore sistematico sia quello casuale.
Al fine di ottenere un errore casuale trascurabile &
opportuno calcolare il risultato come valore medio
di un numero elevato di repliche. L’errore sistema-
tico totale, o bias, puo essere scelto come misura
dell’accuratezza. La verifica dell’accuratezza si ef-
fettua normalmente mediante I'utilizzo di materiali
di riferimento o, in loro assenza, attraverso un con-
fronto con metodi alternativi.

La precisione descrive I'accordo che esiste tra due
o piu misure ottenute dopo replicazioni, confrontan-
do poi la vicinanza delle stesse all'interno di una serie
di misurazioni.

L’errore assoluto o totale esprime la differenza tra
il valore ottenuto e quello vero, ed ¢ la somma degli
errori casuali e degli errori sistematici.

Obiettivo di una misurazione ¢ la stima del “valore
vero” della grandezza da misurare, meglio detta ana-
lita 0 misurando, intendendo per valore vero quel ri-
sultato ideale che si potrebbe ottenere mediante una
misurazione perfetta. Ogni misurazione ¢ affetta da
errori; quando siano stati valutati tutti gli errori noti
o sospetti, e il risultato della misurazione sia stato
sottoposto a tutte le possibili correzioni che da det-
ti errori derivano, ancora rimane un’incertezza sulla
correttezza del risultato, che quindi va considerato
solo una stima del valore del misurando. L’indica-
zione di un risultato su un rapporto di analisi non
é quindi completa senza la definizione dell’incertez-
za di misura, ossia di quel valore che caratterizza le
possibili deviazioni del risultato dal valore vero del
misurando.

La ripetibilita definisce la precisione di misure
replicate all'interno dello stesso laboratorio, in un
intervallo di tempo limitato, effettuate dallo stesso
operatore con le stesse apparecchiature.

Il termine riproducibilita indica la precisione di
misure replicate effettuate utilizzando lo stesso meto-
do analitico ma in condizioni non identiche (diversi
laboratori, operatori e apparecchiature) e normal-
mente in intervalli di tempo non ristretti.

Per sensibilita di un metodo analitico si intende la
minima differenza di concentrazione dell’analita che
provoca una significativa differenza di segnale.
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Il limite di rilevabilita e la concentrazione limite
al di sotto della quale non ¢ possibile rivelare la pre-
senza dell’analita, che quindi deve fornire un segnale
significativamente diverso da quello prodotto da un
“bianco reagenti”.

Per selettivita si intende la capacita di una tecnica
analitica di non risentire della presenza di interferen-
ti o di altri componenti diversi dall’analita.

Per riferibilita si intende la proprieta che pos-
siede un’apparecchiatura (o in generale un metodo
analitico) quando viene sottoposta a taratura impie-
gando misurandi le cui misure sono state assegnate
con riferimento a campioni come “primari” in un
determinato contesto. Stabilita la riferibilita, lo stru-
mento puod quindi produrre misure compatibili con
quelle prodotte da campioni e metodi primari o di
riferimento. Di norma, la riferibilita viene stabilita
attraverso procedimenti di validazione che verifica-
no leffettiva capacita di produrre dati analitici con la
metodologia utilizzata.

Nell’interpretazione dei risultati sono possibi-
li alcune combinazioni particolari di positivita o di
negativita al test in relazione alle caratteristiche del
metodo utilizzato.

Un risultato falso negativo si ha quando 'analita e
presente ma in quantita molto basse rispetto al limite
di rilevabilita del metodo utilizzato oppure in relazio-
ne a variabili fisiopatologiche del soggetto (es. grosse
quantita di liquidi assunte poco prima della raccolta
del campione possono influenzare la rilevabilita della
sostanza nei campioni di urina).

Invece un risultato falso positivo si ottiene quan-
do viene rilevata la presenza di una sostanza che in
realta ¢ assente nel campione in esame ed & dovu-
to alla presenza di sostanze interferenti che danno
cross-reattivita con i reattivi.

]
‘) Tecniche analitiche

Di seguito viene presentata una breve descrizione
delle principali tecniche di laboratorio, che trovano
applicazione anche nei laboratori chimico-clinici e di
tossicologia.

Spettroscopia ad assorbimento atomico

La spettroscopia ad assorbimento atomico (AAS)
viene utilizzata per determinare la concentrazione di
elementi inorganici in matrici come l'aria, I'acqua, il
suolo e le matrici biologiche (sangue, urina, tessuti
ecc.). Il principio chimico-fisico su cui si basa questa
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