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Riaslilunto.- Vengono riportati i risultati di prove di linearità, preci• 
sione, stabilità nel tempo, accuratezza, e confronto con altri metodi, eseguite 
su un analizzatore centrifugo veloce, per la determinazione di trigliceridi, 
colesterolo, glucosio ed acido urico. 

I risultati ottenuti indicano che i metodi automatici messi a punto sono 
forniti dei requisiti fondamentali di affidabilità e praticabilltà richiesti nel 
corso di screening di medicina preventiva. 

L'analizzatore centrifugo veloce sembra particolarmente indicato per 
l'applicazione nelle indagini di prevenzione primaria della cardiopatia coro· 
narica, dove studi di follow up richiedono esami di laboratorio ripetuti 
frequentemente. 

SUDliUary (Automatic determination of triglyceride, cholesterol, glucose 
an.d serum uric acid in the screening for preventive medicine). - A centrifuge 
speed analyzer, used for triglyceride, cholesterol., glucose and serum uric 
acid determinations, was tested as to linearity, precision, steadineu and 
accuracy requirements. The results were compared to those obtained by other 
techniques. 

Automatic techniques were proved to comply with reliability and prac· 
ticability requirements, necessary during the screenings for preventive 
medicine. 

The centrifuge speed ana1yzer seems to be particnlarly Dt for the pri
mary prevention trials of coronary heart disease, since the follow-up studies 
require repeated laboratory examinations. 
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240 TECNICHE E METODOLOGIE 

INTRODUZIONF. 

Numerosi studi epidemiologici hanno messo in evidenza una più elevata 
incidenza di cardiopatia coronarica in popolazioni con elevati livelli di lipidi 
plasmatici. Una iperlipemia è di frequente riscontrata in pazienti affetti da 
manifestazioni cliniche di arteriosclerosi. Vi sono inoltre alcune forme di 
dislipidemia primitiva, caratterizzata da valori lipemici particolarmente 
elevati, che predispongono ad una più grave e più precoce arteriosclerosi (l}. 

Nel passato l'attenzione è stata rivolta per lo più alla valutazione dei 
valori colesterolemici. :t stato ampiamente documentato come l'incidenza 

di nuovi eventi coronarici aumenti in modo proporzionale con l'elevani dei 
livelli di colesterolo e non sia quindi possibile stabilire dei limiti al di sotto 
dei quali non vi è il rischio di ammalare (2, 3]. 

Più recentemente sono stati sviluppati ed introdotti nella routine dia· 
gnostica metodi semplici per la determinazione dei trigliceridi, ed è appal'80 
presto evidente come sia comune riscontrare vari tipi di dislipidemia caratte
rizzati appunto dall'elevazione della trigliceridemia, associata o meno con 
una ipercolesterolemia. Secondo alcuni AA. la incidenza della cardiopatia 
coronarica aumenterebbe in modo proporzionale con i livelli della triglice
ridemia [4]. In altre ricerche ta1e correlazione è stata viceversa negata fS, 6]. 

L'ipertrigliceridemia è associata spesso ad una alterata tolleranza glu
cidica o ad un diabete clinicamente manifesto, malattia che di per sé com
porta un maggiore rischio di complicanze di tipo vascolare. Risulta quindi 
evidente anche l'importanza della disponibilità dei valori della glicemia per 
una migliore valutazione del rischio cardiovascolare. 

Meno chiaro è il ruolo delle alterazioni del ricambio purinico nell'insor
genza delle malattie vascolari: la determinazione della uricemia appare 
comunque opportuna per una completa definizione del profilo metabolico. 

Dalle considerazioni esp01:1te è chiara l'opportunità di condurre j;Creeninss 

al fine di identificare precocemente gli individui al più elevato livello di ri· 
schio cardiovascolare e di intervenire in tempo <:On adatte misure di medi
cina preventiva. Nell'ambito di tali 3creeninss, oltre ad una approfondita 
valutazione clinica, sono richieste le determinazioni di parametri biochimici, 
quali colesterolo, trigliceridi, glucosio ed acido urico nel siero. 

~ proprio dai risultati di tali determinazioni che nascono le indicazioni 
per il trattamento puventivo, rivolto principalmente alla correzione delle 
alterazioni del metebolismo. Successivamente occorre intraprendere un 
folWw up continuo, nel corso del quale ripetere frequentemente gli esami di 
laboratorio, di clQ;~ sia provata l'affidabilità, in modo da poter confrontare 
i risultati nel tempo. 

A tale scopo è necessario disporre di metodiche che rispondano ad alcuni 
riquisiti fondamentali, quali: notevole velocità di ana1isi, buont' caratteri-
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stiche di precisione e di accuratezza, limitazione del numero di operatori 
tecnici e dei loro interventi al fine di ridurre gli errori, richiesta di minime 
quantità di materiali, soddisfacente praticabilità. 

In questa ottica, metodiche automatizzate rappresentano l'unica possi
bilità concreta. 

Particolare cura è necessaria nella scelta della apparecchiatura. La nostra 
preferenza è stata data ad un analizzatore centrifugo veloce, il cui principio 
di funzionamento e le cui caratteristiche tecniche possono assicurare ad 
opportune metodiche i requisiti fondamentali sopra indicati. La scelta trova 
anche motivazione nella possibilità di eseguire, parallelamente, tutti gli 
esami di laboratorio richiesti con lo stesso apparecchio. 

Scopo del presente lavoro è stato quello di valutare i risultati ottenuti 
nella determinazione dei trigliceridi, del colesterolo, del gluc08io e dell'acido 
urico nel siero con metodiche completamente enzimatiche ed adattate al
l'analizzatore centrifugo veloce GEMSAEC. 

Le procedure utilizzate sono state impostate alla luce dei criteri di con
trollo di qualità adottati dal nostro laboratorio, i cui principi generali sono 
stati descritti in un precedente articolo [7J. 

MATERIALI 

Sieri umani fruchi: di soggetti adulti, maschi, di età compresa fra 44 
e 65 anni, sottopooti ad "'ame nell'ambito del Progetto Romano di l're· 
venzione della Cardiopatia Coronaria (PPCC) [8]. 

Pool di sieri umani (sopra indicati), preparato in laboratorio. 

Sieri per conerollo di qualità commerciali: 
Pr«ilip (n. di codice 125067) Boehringer-Biochemia; 
Normal Lipid Control Serum (n. di codice 80620), Smith Kline & 

French; 
Target Cont.rol &rum Normal (n. di codice 83001), Smith Kliile Instru

ments lnc. 
Target Cont.rol Serum Abrwrmal (n. di codice 83201), Smith Kline 

IIUI'lruments Inc.; 
Q-Pak I (n. di codice FD 045-135), Hyland Division Travenol La~ 

boratories S.A.; 
Q-Pak Il (n. di codice FD 045-ll9), Hyland Division Travenol La

boratoriell S.A. 

Soluzione madre di glicerolo: preparata sciogliendo 2 g di glicerolo (pro
dotto C. Erba, RPE) in l l di acqua bidistillata. 

Predset Cholesterol, 50, 100, 150, 200, 300, 400 mgjlOOml, (n. di 
codice 125 512), Boehringer Mannheim GmbH . 

• J11<1, [>!l. 8Upt'l'. $t111/fd (1\179) 11. 239-202 
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Soluzione modre di acido urico: preparata sciogliendo 100 mg di acido 
urico (prodotto C. Erba, RPE) e 100 mg di carbonato di litio in 30 ml di H,O 
bidistillata a 50 oc, diluendo poi a 100 ml con H10 bidistillata. 

I reattivi usati e gli standard saranno indicati nella esposizione dei 
singoli metodi. 

APPARECCHIATURE 

.A.naliuarore umrifugo ENI-GEMSAEC, Electro Nucleonics Inc. 
CampionQlore R.otoloader IV, Micromedic System. 
Computer PDPll V03, Digitai. 
Stampante Duwriter Il, Digitai, 
Beclmlan Glucose Analyur 2, Beckman Instruments lnc. 
Micro-sample spearoplwtometer N-300, Gilford. 
Data Lisur 4009, Gilford. 
Termostato a secco BWterm 37, Julabo. 

METODI 

A} Tri&liceridi. 

Metodo automatico. - Il metodo automatico per la determinazione dei 
trigliceridi è fondamentalmente basato sui principi del metodo di Bucolo 
e David[9]. 

Rsattivi. - I reattivi usati sono costituiti da Eskalah Trigliceritk R.eagent 
Bulk, (n. di codice 89804) (fiale di prodotto liofilizzato da ricostituire con 
20 ml di acqua bidi.stillata) e da Glycerokinase (n. di codice 89802) (:fiale 
di prodotto liofilizzato da ricostituire con 0,5 ml di acqua bidistillata), 
Smith K.line Instruments lnc. 

Lo standard, preparato dalla soluzione madre per diluizione (v. materiali 
e metodi) corrisponde a 193 mg/100 m.l di trigliceridi (espresso come trioleina). 

Procedimento. - Sono stati messi a punto due procedimenti analitici, 
indicati rispettivamente come: metodo bicromarico e metodo early-reading. 

Le istruzioni, per i moduli del sistema GEMSAEC, che definiscono i 
procedimenti analitici, e le modalità di calcolo, sono schematicamente indi
cate nelle Tabb. l e 2. Per quanto riguarda il metodo bicromGiico, effettuata 
l'operazione di distribuzione dei campioni e del reattivo, il disco di trasferi· 
mento, per il tempo di ineubazione (15' a 37 OC), può venire posto nel modulo 
analitiCo o in un apposito termostato. Il cambio di lunghezza d'onda da 
340 a 380 nm deve essere effettuato manualmente con rapidità, esattamente 
90" dopo il segnale che indica il passaggio della miscela di reazione dal disco 
di trasferimento alle cellette del rotore analitico. Per il metodo early-reading 

Ann.lft. Sr.~r. BllfriU (11179) U, li8II-J8ll 



liiOJll&l, llACCHU.. ANG-ELICO, PA.ClONI, ZUCCA. 

T~. ~to anolitico per )l 
metodo bicromatieo eu GEMSAEC 

ISTRUZIONI l ISTRUZIONI 
al n•ploaaw:re el mod.u.lo &D&IItloo e dl eoDti'OIIo 

Campione . . IO p! Tempentm"a •• 37"C 
Lavagio . 80pl Lungheua d'onda • 340/380 nm 
Reagente • 500,.1 
Blaak awitch . water Modcdù4 di r~uu:ione e di cor.sa: 
Sample •. c Auto-Rate 

IR. •• 
RI. . 60 
NR . 2 

Preparlhione del piaato porta• 
eampiom: 
c:u.vetta D. l. H,O 
euvetta n. 2 • a,o 
cnvetta n. 3 • . Standud 
~tta OD, oi-16 Campioni 

Modaltl p• Il oalook>: 

l 

l!. A.B9. ota•pUI e dferltl aDa ouvetta: 3 (bianco), 3 (otaudard), <&-16 (oamplollO)I 
l!. A.BS (l) - 6 ABS (3) .., A oundarè; 
l3. ABS (~) - A ABS (<&-16) - A oampioae1 

Coacemt<azioae dolio •t&lldard X A eampione - Coe~ont .. zione del campione, 
A otalld.IU'd 
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TABELLA l 

ISTRUZIONI 
al ov•ptet 

IR 60 
Rl 60 
NR 2 
se 193 
KT 1000 
TF l 
TC ' AD • 
CD 2 
Hl 1000 
LO • SA o .... 
RM 2 
xx l 
DI l 
DA o 
ER o 

occorre abilitare il modulo di controUo ad una lettura preliminare della 
assorbanza (che avviene a circa 5'' dall'introduzione della miscela di reazione 
nelle cellette del rotore) tramite un apposito interruttore posto sul retro del 
modulo di controllo stesso. 

Mf#Ddo di confro1UIJ. - D metodo di confronto, manuale, applicato per la 
determinazione dei trigliceridi, si basa fondamentalmente sul metodo enzi~ 
matioo di Wahlefeld [10]. 

Remtivi. - I reattivi usati sono quelli del Kit « Test-Combination » 
trigliceridi completamente enzimatici (grassi neutri) (n. di codice 126039), 
Boehringer Mannheim GmbH. 

B) Colesterolo. 

Metodo automatico. - Il metodo automatico per la determinazione del 
colesterolo si basa fondamentalmente sui principi del metodo di Allain [11]. 
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TriJUeeridi. ProeMimeuto analitico per il 
metodo eorly-readfng eu GEMSAEC 

JSTRUZIONJ l ISTRUZIONI l al oampl011a1ore al moduln lll&lltioo ~ di e<>ntrollo 

Campione. lO "' Temperatura . 37 "C 
Lavapio . •• "' L1lll(!:heua d onda • ... nm 

&.rnt< . . . 500 "' BlaDk switch . water Mflfhdùò di riiMUion.f! ' di corm: 
Sample . . . c Auto-end point 

IR . ... 
Rl . .. 
NR . l 

PrlpwG~~ione del pMiUJ pwla-
tGmpioni:: 

cuvetta n. L . H,o 
cuvetta n, 2 , . H,o 
cuvetta n. 3 . . .... ..... 
cuyeta nn. 4--16 Cunpioni 

Moolalldo per U oa.looJo: 
O ABS. ot&mJ>IIti e rlleri11 alla n11vettat S (bian"")• 5 (oo .. d.,d), 4-16 (~•mploal); 
6 AB8 (J) - 6 ABS (S) "" A ota11da:td; 
6 ABS (l) - 6 ABS (4-16) - A .,..,.ploae; 

eo..,.,.lnsi.OII& dello •l..,d,...d x A nmpl.o"e - C.....ealrnioDr .Wl roomplou • .......... 

TA.BEU..~ 2 

ISTRUZlONI 
al oompnt~< 

lR ... 
Rl •• 
NR l 
se "' KT 1000 
TF l 
TC 5 
AD ' CD ' m 1800 
LO o 
SA 0,400 
RM ' xx l 
DI l 
DA o 
ER l 

n reattivo usato è costituito dallo«SpinChem Reagent for the determina
tion of Chole&tftol », (n. di codice 89607), Smith Kline lnetrumenta Inc. 
(fiale di prodotto liofilizzato da ricostituire con 20 mi di aequa bidistillata). 

Le iatiu.ioni per i moduli del aiatema GEMSAEC eono schematizzate 
·nella Tab. 3. 

Mfiodo di confront~J. - Il metodo, manuale, u11ato per la determina
zione del colesterolo è una modi&ca.zione del metodo di Abell e CoD. [12] . 

.Rsattitli. - I reattivi neceeeari alla esecuzione delle analiei eono: etere 
di pettolio 400--700; potaua alcalica (6 mi di KOH al33% + 94 ml di etanolo); 
reouivo di Liebermonn--Burchard: 100 volumi di anidride acetica + 5,4 vo
lumi di acido soltorico; dopo raffreddamento si aggiungono 50 volumi di 
acido acetico glaciale. 

Procedimento. - A 0,25 mi di campione si aggiungono 2,5 mi di po
taua alcolica. Alla miscela, dopo eesere stata laeciata in termostitto a 40 UC 
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per 30', si aggiungono 5 mi di etere di petrolio e 2.5 ml di H,O distillata, agi· 
tando cia&euna provetta per 5' sn vortex. Si prelevano 2 ml della faee ete• 
rea e si portano a secco in corrente di azoto. Si aggiungono 3 mi del reattivo 
di Liehermann-Burchard e ei pone in termoetato a 37 0C per 15'. Si legge 
l'aesorbanza a 620 nm. 

C) Gl~~CtUio. 

MBIOdo maomllrico. - n metodo usato per la determinazione automatica 
del glucosio è una modifica del metodo descritto da Bartbelmai e Caok [13). 

n reattivo usato è COitituito dallo « SpinCbem test for Glucose • (n. di 
codice 89017)9 Smith Kline Inetruments Inc. 

Lo 1tandard è oo1tituito da una soluzione acquo•a di glucosio (Standard 
Reference Materia} 917, National Bureau of Standard), 100 mg/100 mi. 

·L Procedirneru.. -Sono 1tate sperimentate due tecniche analitiche automa-
tiche: la prima viene indicata come metodo end-poinl, la seconda come metodo 
hicromarico. Le istruzioni per i moduli del1ìstema GEMSAEC sono echematiz· 
zate nelle Tabb. 4 e 5. 

Metodo di confronto. - Il metodo di confronto per la detenninazione del 
glucosio ~ rappresentato da un procedimento analitico automatico basato 
sul metode originariamente descritto da Kad:ish [14], in cui la concentra· 
zione del glucoaio viene determinata misurando il coneum& dell'oeaigeno 
in una •.oluzione di glucosio-osaidaei (saturata di ossigeno) [15] .. 

L 'apparecchiatura uaata è costituita da un Beckm.an Glucoae Analyser 2. 

Reattivi. - Reattivi e standard fanno parte del « Giocose Reagent » 
(n. di codice 671640), Beckman ln&truments Inc. 

D) Acido urico. 

M~tod4 automa~it:o. - Il metodo automatizzato per la determinazione 
dell'acido urico si basa fondamentalmente sui principi del metodo di 
Haeckel [16]. 

I reattivi usati sono quelli dello « SpinChem test uric acid» (n. di codice 
89517), Smith Kline lnatrumente lnc. Il contenuto di una fiala di reattivo 
(prodotto liofìlizzato) viene ricostituito con 16 mi di diluente. Il contenuto di 
una fiala di uricasi (prodotto liofilizzato) viene ric08tituito con 0,6 mi di 
acqua bidistillata. Ad ogni &ala di reattivo vengono aggiunti 250 ~ di 
uri casi. 

Lo standard è costituito da una soluzione di acido urico 5 mg/100 ml, 
preparata per diluizione con acqua hidisti1lata dalla soluzione madre (v. Ma· 
teriali). 

A1<11. 111. S"fl"· Suil.;. (11179) ti, 211!1-2t12 
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TABELU 3 

Colaterolo. ProcMimento ....Jitico •u GEMSAEC 

ISTRUZIONI l ISTRUZIONI 
ool ump:lonatoT~ al "'odulo ....-h'tl..., e di aoutr<>Uo 

Campione. lO ,.. Temperatwa 37 <>C 

Lavaggio . . . 80 ,ul l.wl!hezza d'onda • 500 = 
Reattivo . . 500 ,ul B,_ awiteh lftlgent Modcalità di recWone '"' COTili\ 

Sample •• .8 Auto-end point 

lR ... 
Rl . .. 
NB . l 

J"npom~~ioM tkJ pisno po1'UI-
compioltì: 

euvettll n. l . , H,O 
eu.vetta n. 2 •• .......... 
euvetta nn. 3-16 Campioni 

Glucoaioo Proeoiimento •nalitieo per il 
mdo4o eiUI-point n GEIISAEC 

ISTRUZIONI l IfiTli.UZIONI 
al C111Dpl011at..,e al mod"lo &aa1ld110 e oli 0010nvllo 

Campioae • . 5 ,.. Temperatura "'" La"*JPo. .. ,.. LuqbeHa d ~da , . 3~ DID-

Reattivo . 600 ,.. 
Bluk switeh ......... Modolili Jj reario!HI • di COl'IG! 

Sample , . .B Auto--e!Ui point 

lR . 180 
Rl . 5 
NB . l 

PreporouiorM dd piauo porla· 
ecmapiofJi: 

cuvett. n. L •• u,o 
CllVetta n. 2 • • ......... 
cu.vetta JW, 3--16 Campioni 

l ISTRUZIONI 
al oomputll< 

l 
IR 400 

Rl .. 
NR l 
se 200 
KT o 
TF l 
TC l 
AD ' CD 2 
Hl "' LO 150 
SA_ 1,700 
11M 2 
xx o 
DI l 
DA o 
ER o 

TABBLLA 4o 

l ISTRUZIONI 
al oo•P•Wr 

lR 180 
Rl 5 
NB l 
se 100 
KT 1000 
TF l 
TC l 
AD ' CD 2 
Hl no 
LO 65 
SA 10000 
RM 2 
xx o 
DI l 
DA o 
ER o 
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TABELLA 5 

Glucosio. Procedimento analitico per il metodo bicromatico su GEMSAEC 

i 

l 
l 
' l 
i 
l 
' • 
i 

ISTRUZiONI l ISTRUZIONI l ISTRUZIONI 
al c•mpionat<>re al "'"dul<> analitic<> e di c~nlmllo ol e<>mpute• 

Campione . 5 "l Temperatura 30 oc lR 180 
Lavaggio 4.0 ,u-1 Lunghezza d'onda 34·0/360 mn RI 60 
Reattivo 600 "l NR 2 
Blonk switeh water Modalilà di reazion~ • di r:or,a: se 100 
Sample . B Auto--Rate . KT 1000 

IR 180 TF l 
RI 60 TC 3 

NR 2 AD 4 
CD 2 
Hl IlO 
LO 65 
SA 10000 

Preparm:ione del pWUo porta· RM 2 
campioni: xx o 
cuvetta n. 1 . H,o DI l 
cuvetta n. 2 . Standard DA o 
cuvf!tta nn. 3--16 Campioni ER o 

TABF.T.LA 6 

Aci.ilo urieo. Procedimento analitico su GEMSAEC 

ISTRUZIONI 
al UJllpianatore 

Campione. 
Lavaggio . 
Reattivo . 
Blank switch 
Sample ... 

50 "' 100 ,ul 
4.00 jd 
water 
8 

Pnparazione d~l piaiJD porl4· 

campioni: 

cuvetta n. l . . H20 

cuvetta n. 2 . . Standard 
cuvetta nn. 3-16 Campioni 

ISTRUZIONI 
al mudulo anaUtieo e di ~ont<<>H<> 

Temperatura 
Longhena d'onda . 

Modalità di 
Aut()-Rate 

IR 
RI 
NR 

rea~ione 

240 
5 
l 

37 <>C 
340 nm 

• di corsa: 

JSTR[;ZIONJ 
a! computer 

IR 240 
RI 5 
NR 
se 5 
KT 1000 
TF l 
TC 5 
AD 3 
CD 2 
Hl 7 
LO 3 
SA o ,4.000 
RM 2 
xx o 
DI l 
DA o 
ER l 
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Le istruzioni per i moduli del sistema GEMSAEC (predisposto per 
l'operazione early~reading) sono indicate schematicamente nella Tab. 6. 

Mewdo di confronto. - Il metodo di confronto, manuale, applicato per 
la determinaziont' dell'acido urico, si basa sui principi del metodo di Ka~ 
geyama [17]. 

Reattivi. - I reattivi sono costituiti dal « Test-Combination Urica 
-Quant » (n. di codice 124761), Boehringer Mannheim GbmH. 

E) Programmazione ed elaborazione. 

La programmazione degli esperimenti c l'elaborazione dei dati ottenuti 
sono state condotte utilizzando il protocollo ed il programma di elaborazionf' 
elettronica (COMET/1) descritti in un precedente articolo [7]. 

RISULTATI 

A) Trigliceridi. 

Per la determinazione delle caratteristiche di precisione dei procedimenti 
analitici automatici su GEMSAEC sono state eseguite determinazioni in 
doppio su campioni di siero. Parallelamente, sugli stessi campioni sono stau 
eseguite determinazioni, in doppio, con il metodo di confronto manuale. l 
risuhati delle valutazioni statistiche effettuate sui valori ottenuti sono rias~ 
sunti nella Tah. 7 e nelle Figg. l, 2, 3. 

Le precisioni relative ai 3 metodi, analizza te per le varianze col test di 
Box, si rivelano diverse (p ~ 0,01), e precisamente: il metodo early-reoding 
risulta meno preciso di un fattore 1,2 rispetto al metodo bicromico ed al 
metodo di confronto manuale, che presentano una precisione non distin 4 

guibil< (p < 0,267). 
t bene ricordare come, nella caratterizzazione di un metodo dal punto 

di vista della precisione, sia utile esaminare l'andamento delle SD (devia-

TABEr.LA 7 

TrisJiceridi. Caratterùltiehe dei metodi 

METODO l N. d•ti l SO pooled \cv n::di•no 

Bicromolico 160 5,14 3,2 

Ewiy-l'"eading . ;o 6.50 •• 7 

Manuale . . no 
1 

5,42 3,6 



400 

~ 
~ 200 

' ~ 
-.: 
~ 

~ 100 

~ 

o 

»ORISI, MACCHIA, k"'GELICO, PACIONI, :I.:UCCA 

TR\GLICER\01 
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' 

Y VS X 

a::-6,919 
b =: 1,062 

SE"-15,625 
r 1

:: 0,953 
r :: 0,976 

100 200 300 

• 
• 

• 

X VS y 

à" 12,792 
b= 0,897 

SE:: 14,357 
r1= 0,953 
r:= 0,976 

400 
metodo b1cromat1co ( mg /100 ml } 
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Fig. l. ~ Triglieeridi. CorreLudom.• e regt('6~ioni metodo early-reading/metodo ltieroma. 
lico (alcuni punti del grafico ~appre~eutano valori multipli). 
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}'ig. 2. - Trigliceridi. Correlazione e rej!:IU!ioni metodo manuale/metodo bicromr11iro 
(alcuni punti rappresentano valori multipli). 
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TRIGLICERIOI ' 
' 

' 

100 
metodo 

' ' 
' 'l,' .. 

' 
' 

n = 175 

y VS X 

a= 0,709 
b= o. 997 

SE=20,660 
r~= 0,935 
r =0,967 

X VS Y 

a=8,382 
b=0,956 

SE,20,435 
r 1 =0,935 
r = 0,967 

200 
early- readmg 

300 
(mg/100ml) 

400 

Fig. 3. - Trigliceridi. Correlazione e rejll'euioni metodo manuale/metodo early reGding 
(alcun1 punti del grafico rappre!!entano vB1ori multipli). 

zione standard) dei replicati in tutto il campo di concentrazioni considerate, 
come anche dei CV (coefficiente di variazione) verso la concentrazione media. 
Nel nostro caso le distribuzioni delle SD e dei CV, relativi ai 3 metodi verso 
la concentrazione, non rivelano all'esame particolari andamenti. 

Interessanti si presentano le regressioni effettuate sui metodi messi a 
confronto: nella regressione metodo early-reading verso bicromatico (Fig. l) 
(y = - 6,919 + 1,062x; r = 0,976), l'andamento risulta lineare, la pen
denza e l'intercetta non sono rispettivamente significativamente diverse 
da l e da O, e le misure concordano entro ± 30 unità (SE = 15,6). Il risultato 
nella regressione migliora se si escludono dall'insieme dei dati quelli relativi 
ai sieri torbidi (y = 4,382 + 1,002x; r = 0,997). 

Nel caso del metodo manuale verso il metodo bicromatico (Fig. 2), 
pendenza e intercetta risultano rispettivamente indistinguibili da l a da O, 
r indica una buona correlazione spiegando il 98,4% di variabilità e l'anda
mento appare fortemente lineare. 

Dal confronto del metodo manuale verso il metodo early reoding (Fig. 3), 
a e b non sono distinguibili rispettivamente da O e da l e la correlazione è 
caratterizzata da un r 2 = 0,935. 

't stato anche osservato che il metodo early reading, mentre ha dato 
ottimi risultati in riferimento a campioni di sieri non torbidi, nel caso par-
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ticolare di sieri torbidi (molti dei sieri di controllo commerciali presentano 
questa caratteristica) rivela una accentuata tendenza ad una sovrastima 
rispetto agli altri metodi di determinazione. Si è cercato di spiegare a feno
nteno analizzando le cinetiche di reazione relative a sieri torbidi e non torbidi, 
sul GEMSAEC {Fig. 4). Per i primi si osserva, nei 30 .. iniziali della reazione, 
un decremento dell'assorhanza più accentuata rispetto ai secondi. Questo 
fenomeno può essere addebitato alla scomparsa della torbidità che si verifica 
durante l'idrolisi, e potrebbe essere responsablle della sovrllfltima osservata. 

Ì. stata data pertanto la preferenza al metodo bitromatico, di appli
cazione più generale, in quanto l'impostazione caratteristica di questa tec
nica analitica prevede la correzione della interferenza data dalla torbidità 
del campione. 

La linearità del metodo bicromatico è stata verificata su standard nel 
campo di concentrazione compreso fra 20 e 800 mg/100 ml, con un recupero 

1.2000 

uooo 

~ 1,0000 
Jl • • • 
~ 

0.9000 

o 
o 

' • 
• 

Camp!Oill' torb1d0 

" r.on torbido 

" " " Standard 

mg/100ml 
Oato Trovato 
22S 310 
190 200 
224 238 
238 201 
193 

o.sooot,,;-~.,,!,co---.,s~o--"","o*~-,t-~6;-~8;-"-c1~0~_,1~2~_,14;-"-c1-!o6-
Tempo (Sl'C) Tempo (min.) 

Fig. 4i. - Cinetiche delle reuioui enzimatiche pu la determinazione dei trigliceridi in 
&ieri torbidi, non torbidi e standard di glicerolo • 

.AIIB.lllf. 811-pH. 8a,.ftll; (19711) U, ~62 
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medio del 99,98% e nella regreseione efFettuata (a e b indistinguihile da O e 

da l), con un r' = 0,9997. 
La precisione intra-corsa è stata valutata, relativamente a 5 sieri (a 

concentrazione compresa fra 60 e 350 mg/100 ml), ripetendo 9 volte, nella 
stessa corsa, la determinazione per ciascun campione. La precisione tra 
corse è stata valutata ripetendo le stesae prove per 8 giorni diversi. L'esame 
statistico dei risultati ha evidenziato una SD pooled intra-co:na di 3,0 ed 
una SD pooled (*)tra corse di 4,75, con un CVM (coefficiente di variazione 
medio) _= 1.26% L'analisi della variabilità delle misure nell'areo di tempo 
considerato non ba mostrato particolari andamenti. 

L'aeCUJ'atezza del metodo è stata valutata attraverso prove di recupero 
efFettuate eu 2 sieri. L'esame delle regrenioni per il recupero ha mostrato 
una ottima Iinearità tra valore atteso e valore trovato: a e b rispettivamente 
non sign.Uìeativamente diverse da o e da l; r = 0,999. n reeupero è stato 
calcolato intorno al 99-100 %-

La stabilità del metodo è stata provata su 2 sieri di controllo di acCUJ"a~ 
tezza nell'areo di un mese (Fig. 5): si è notata una soddisfacente stabilità 

T...,..... a 

Trilflcoridi. Controllo di quaHtà <P•"8""""U' WHO Rep....J Upi• 
Refennee Centre- Prap), effettuato eol metodo bicromati~ su GEMSAEC 

SERIE Modlo vAlori 

'" cv M- V•lore •tto.., Ut>nll (M) 

Dll/100 mi ms/1011 mi % •• 

l lll, 6 1,86 1,7 - 10,5 

l .. 
( 

218,8 6,43 2,3 - ••• 
320,9 7,00 2,2 - 12,1 

Il .. ! 79,6 1,61 2,0(9) - 5,0 (± 18) 

287,6 5,42 1,9(5) - 8,0 <± 10) 

l 
III . ! 163,7 2,69 1,6(6) + 8,2 (± 13) .. 

291,2 7,05 2,4(5) - 2,5 (±lO) 
-

(•) La SD pooùd è una migliore stima della diBpenìone dtl metodo, e8sendo la risul
tante, ove poasibile, di tutte le SD dei replicati. 

Aoul. Iot. Xu,pu. 8<1n#ot {1979) U, ~3:.-!l~ 
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e una tluttuazione intomo al valore dichiarato dal produttore con un 
CV = 3,1 % concordante con il CV osservato per il metodo in esame. Infine 
il metodo bicromatico è stato applicato in un programma di controllo di 
qualità organizzato dal WHO Regional Lipid Reference Centre di Praga, 
su 3 serie di campioni: la I serie costituita da 20 campioni (6 di un pool a 
bassa concentrazione, 7 di un pool a concentrazione media, 7 di un pool a 
concentrazione alta); la II costituita da 16 campioni (8 di un pool a bassa 
concentrazione, 8 di un pool a concentrazione alta); la III da 20 campioni 
(IO di un pool a bassa concentrazione, lO di un pool a concentrazione alta). I 
risultati ottenuti dalla determinazione in duplicato di ciascun campione, 
analizzando 2 campioni al giorno, 2 giorni per settimana, sono riassunti 
nella Tab. 8. 

B) Colesterolo. 

La Jinearità del metodo è stata verificata su soluzioni standard nel campo 
di concentrazioni comprese fra 50 e 400 mgflOO ml, con un recupero medio 
del 98% e, nella regressione effettuata, a. e b -sono indistinguihili rispettiva
mente da O e da l e r1 = 0,922. 

Per una valutazione complessiva del metodo sono state effettuate deter
minazioni in doppio su 103 sieri. La SD pooled è risultata = 3,425 e 

8200 

i 
~ 
E too 

o 

COLESTEROLO ' 

n= 103 

y vs x 

a= 10,030 
b= 0,972 

SE=11,307 
r 1 =0,922 
r = 0,960 

100 200 
metodo manuale (mg/lOOm!) 

X VS y 

a= 5,493 
b=0,949 

SE=11,173 
rt:::o,922 
r =0,960 

300 

Fig. 6. - Colesterolo. Correlazione e regre&sioni metodo 1118Duale/metodo automatico 
(alcuni punti del gra6eo rappresentano valori multipli). 

A1111-. l«. SVpH. 8tollitò (19711) ti, 2BII···i62 
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il CVM = l, 7 %· Parallelamente gli stessi campioni sono stati analizzati col 
metodo di confronto manuale. La regressione effettuata nel confronto tra i 
due metodi (Fig. 6) rivela, accanto ad una intercetta considerevole, ma sta~ 
tisticamente non diversa da O, una pendenza nella regressione forzata di 1,022, 
signi6cativamente diversa da 1: si può quindi affermare che il metodo auto~ 
matico sovrastima rispetto al metodo manuale di circa il 2 %· I due metodi 
peraltro concordano entro circa ± 22 unità. 

La precisione intra-corsa è stata valutata relativamente a 4 campioni 
(2 sieri freschi e 2 sieri di controllo di qualità) a concentrazioni comprese 
fra 145 e 325 mg/100 IDl, ripetendo 8 volte nella stessa cona la misura per 
ciascun campione. La precisione tra corse è stata valutata ripetendo le etesse 
misure per 8 giorni consecutivi. All'interno di ogni corsa la SD pot'W è 
risultata = 3,158 e la variabilità tra corse è caratterizzata da una SD poo~ 
led = 5,88 e da un CVM = 1,44 %· Le ste88e mi&ure di precisione intra
corsa ed inter-corsa sono state e-ffettuate su 2 sieri di controllo per l'accu
ratezza nell'arco di circa un meee. Per i due campioni si osserva una SD pooW 
intra-corsa ri.epettivamente di 1,99 e 3,77; una SD pooled tra corse di 6,97, 
con un CV del2,6% e 2,9% rispettivamente. 

Per quanto riguarda l'accuratezza del metodo, prove di recupero e-ffet
tuate su standard, su eieri e su sieri di controllo commerciali, hanno dato 

TABBLLA 9 

Colos..,.Jo. CooUollo di 'l'udità (JU"'81"""""" WHO Jlesional Llpid 
Ref'enmee Centre • Praga), effettuato col metodo automatico, su GEMSAEC 

SERIE Hedl<o valori ,. <>· M- Val.na •~"'"" '"""ati (Il) 

llll/100 .... lbiJ/100 m\ •. .• % 

. ) 
182,6 5,67 3,1 - '·' l .. . 24.8 '9 6,28 2,5 - 7,8 

347,6 6,35 1,8 -11,8 

II .. l 128,4. '·" 2,0(5) + 1,2 (± 10) . . 
319,4 3,08 l ,o (3) - 4,0 (± 10) 

·l 129,9 1,93 1,5(5) - 9,5 (±IO) 
III .. . . 

257,9' 3,96 1,3(3) - 2,1 (± 10) 

Ann. I .t. Supor. S<miU (1979) U, 239-2llll 

• 
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valori di recupero compresi fra il 98 e illOO%, con un coefficiente di corre
lazione, nelle regressioni effettuate (nelle quali a e b non erano distinguihiJi 
da O e da l) intorno al 99%. 

Infine il metodo automatico è stato applicato nell'ambito del pro
gramma per il controllo di qualità del WRO RegWnal Upid Reference Centre 
di Praga, nelle stesse 3 serie di campioni prima indicate per i trigliceridi. 
I risultati, ottenuti dalla determinazione in duplicato di ciascun campione, 
analizzando 2 campioni al giorno, 2 giorni per settimana, sono riassunti 
nella Tab. 9. 

C) Glucosio. 

Per la caratterizzazione dei metodi automatici per la determinazione 
de) glucosio su GEMSAEC, sono state effettuate determinazioni in doppio 
su 118 campioni di siero col metodo end-point e col metodo di confronto 
parallelamente, e determinazioni in doppio su 64 campioni di siero col me
todo bicromatico e col ·metodo end-point. Nella Tab. 10 sono sintetizzate le 
caratteristiche emerse dalla valutazione statistica dei risultati. 

TABELLA 10 

Clacoaio. CaraHeristiche dei metodi 
.. 

METODO l N. d•ti l sn p<~<>lod lcv m~:di•Do 

End-poiru . .. 1,39 1,3 

Bicrommi~» .. 1,42 1,4 

DI confronto . 118 2,07 1,7 

End-poim 118 1,02 0,9 

Il confronto delle precisioni osservate relative ai 3 metodi, effettuate 
mediante il test di Bartlett e il test di Box, mostra delle differenze signifi
cative. In particolare, la precisione del metodo di confronto è inferiore di 
un fattore 1,5 rispetto al metodo end-point. 

La correlazione metodo end-pointfmetodo di confronto (Fig. 7) mette 
'in evidenza una sottostima sistematica puramente proporzionale del primo, 
di circa il 3-4 %- Le misure effettuate con i due metodi concordano entro un 
intervallo di ± 10 unità. 

Nel caso del metodo bUromolico/metodo end-point (Fig. 8), l'analisi 
della regressione non rivela fonti di variazioni sistematiche proporzionali, 
mentre mette in evidenza un errore sistematico costante di circa 5 unità. 

A1111. Jtt.. s..,_, S<i"ild (111711) U, 2Sli-2U 



i 
' 

400 

E' 
o 
~300 
f 

" o 
0.200 
~ c • 
o 
~ 

~ 
E 100 

o 

MORISl, HA.CCBIA, ANGELICO, PACIONI, ZUCCA 

GLUCOSIO 

' 

' 
n= 118 

y vs x 

a= 2,454 
b =0,948 

SE= 5,189 
ri= 0,985 
r = 0,992 

x vs y 

a=-0,662 
b= 1,039 

5[:5,433 
r',. 0,985 
r = 0,992 

100 200 300 400 
metodo d1 confronto (mg/lOOml l 
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r·ig. 7. ~ Glucosio. Correlazione e regreuioni metodo end- poiiU/metodo di CODhonto 
(alcuni. punti del grafico rappresentano valori multipli). 
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GLUCOSIO 
' 

~200 ' 
E l D 
9 ' 
' g'JSO . ' ' • n= 64 o 

~ ' ' 
E Jf y V> ' )( vs y 
~100 

il •"' a=-4,841 a= 5,292 
o 

,.,., 
b= 1,016 b= 0,979 

~ SE= 2,174 SE: 2,135 
E 

501 
rz= 0,995 r'= 0,995 
r::o 0,997 r = 0,997 

' ' ' ' o 50 100 150 200 250 
metodo end point (mg/100ml) 

Fig. 8. - Glueoeio. Correlazione e regrenioni metodo bicrommicojmetodo end - poinl 
(alcuni punti del grafico rappresentano valori multipli) • 

.AIIR./14. Su~r. S4nità (19'i9) 15, 21111--262 



258 TECNICHE E !IIETOUOJ,OGlE 

D) Acido urico. 

La linearità del metodo automatico è stata verificata su standard nel 
campo di concentrazione compreso fra 2 e 20 mgflOO ml. La valutazione 
della regressione relativa alla correlazione valori trovati/valori attesi 
(y = 0,125 + 0,997x) ha mostrato l'intercetta indistinguibile da O, la 
pendenza indistinguihile da l, r = 0,9996. 

La valutazione dei risultati ottenuti dalle determinazioni effettuate 
in doppio, su oltre 81 campioni di sieri, sia col metodo automatico che col 
metodo di confronto manuale, è riassunta nella Tab. 11 e nella Fig. 8. 
Considerazioni sulle caratteristiche dei metodi confrontati hanno messo in 
evidenza che il metodo automatico è più preciso del metodo manuale di 
circa un fattore 1,7. 

TABELLA Il 

AcidO urieo. Caratteristiche dei metodi 

METODO l N. d .. ; l •o \cv mediano 
% 

Automatico . 81 0,15 2,7 

Manuale .. . 81 0,25 4,5 

Dall'analisi della regreeeione (Fig. 9) possiamo dire che il metodo auto
matico fornisce mediamente valori superiori di circa il2% rispetto al manuale. 

L'intercetta, eempre indistinguibile da O, non evidenzia errori sistematici 
costanti. I dati ottenuti con i 2 metodi concordano entro circa ± 0,7 unità. 

La precisione intra corsa è stata valutata relativamente a 3 sieri di 
controllo a concentrazioni comprese fra 4 e IO mg/100 ml, ripetendo 9 volte 
nella stessa corsa la determinazione per ciascun campione. La precisione 
tra corse è stata valutata ripetendo le stesse prove 6 giorni diversi. La SD 
pooled intra cona è risultata = O, 72. 

La variabilità fra saggi è caratterizzata da una SD pooled di 0,095 e da 
CVM = 1,3, 1,1, 0,7 rispettivamente per bassa, media ed alta concentrazione. 

Per quanto riguarda l'accuratezza del metodo automatico, prove di 
recupero effettuate su un siero fresco ed un siero di controllo hanno portato 
alla conclusione che il recupero è compreso fra il 93 e il 98%, al 95% di 
probabilità. Le correlazioni effettuate per la valutazione del recupero, mo
stravano pendenza ed intercetta non significativamente diverse da l e da O. 
Il coefficiente di correlazione era in ogni caso 0,969. 

Aflfl. lll. SvpY. &lnu.l (1979) 11, ll~ll61l 
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ACIDO URICO 

' 
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! 

'Ìilj 
l~\ 

ji' n= B1 

l\~ 
' 
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' 

2 4 é 
metodo manuale 

y vs ' 
a= 0,23B 
b =0,975 

SE= 0,332 
r 2

:: 0,935 
r = 0,967 

8 
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X VS y 

a= 0,139 
b =0,959 

SE:0,329 
r1 =0,935 
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12 

'Fig. 9. - Acido urieo. Correlazione e regreuioni metodo automatico/metodo manuale 
(alcuni pu.nti del grllfi.eo :appre11e11t.ano valori multipli). 

CONCLUSIONI 

Nel complesso le tecniche automatiche messe a punto sull'analizzatore 
centrifugo veloce GEMSAEC, ad una valutazione statistica delle misure 
effettuate, sono caratterizzate da: 

- una buona Iinearità; 

- una buona precisione, stabile nel tempo, con ftuttuazioni, ampia-
mente comprese nel CV proprio della tecnica, che non dimostrano aumenti 
particolari nel tempo. A questo riguardo, probabilmente, anche il tipo di 
reattivo enzimatico usato (allo stato di liofilo) ha contribuito a determinare 
condizioni favorevoli; 

- una buona accuratezza, verificata attraverso prove di recupero. In 
particolare la precisione e l'accuratezza nella determinazione dei trigliceridi 
e del colesterolo sono state valutate anche alla luce dei risultati di un con
trollo di qualità inter-laboratori. La precisione mediamente è risultata 
migliore di circa un fattore 3 rispetto ai limiti consentiti in base ai criteri 
informativi per la standardizzazione dei lipidi del WHO. L'accuratezza 
invece, è risultata entro i limiti massimi consentiti, in base agli stessi criteri, 
111olo per i campioni della II e III serie, esaminati ad uno stadio più avanzato 
della messa a punto delle tecniche automatiche. 
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Riguardo alla praticahilità delle tecniche descritte, si può affermare 
che sono caratterizzate da notevole velocità di analisi: 

210 campioni/h, per il glucosio; 

160 campioni/h, per i trigliceridi; 

150 campioni/h, per l'acido urico; 

100 campioni/h, per il colesterolo. 

t necessaria la disponibilità di un solo operatore. 

Il costo di esercizio per i reattivi è contenuto: 

- lire 70/analisi, per il glucosio; lire 130/analisi, per i trigliceridi; 1ire 180/ 
analisi, per il colesterolo; lire 250fanalisi, per l'acido urico. 

Sono richieste quantità molto piccole di campione: al limite l 00 r.ù di 
siero sono sufficienti per la determinazione parallela dei 4 parametri consi
considerati. 

n passaggio da1la determinazione di un parametro all'altro è estrt>
mamente semplice. 

GJi AA. deaiderano ringra~~:iare vivamente il dott. Mario Ter~~:ino, ospite del Laboratorio 
di Tecnologie Biomediche (reparto Metodi e Strumenti in Chiu1ica Clinica), per il valido con· 
tributo prestato nella eeecuziont" delle analisi per la caratterizzazione dei metoru descritti. 

Ricw.w il 30 marzo 1979. 
Acuuaw il 2 aprile 1979 
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Valutazione obiettiva dell'aMunzione di fumo 
tramite la determinazione del tiocianato sierico 

Gmo MORISI, P.t.OLA FARINA e TEonou MACCHIA 

LaboTIIIOrict di Tmwlogù Bw-ditM, l•fifulo Supuiore di Sanilò 

Riusunto. - Il metodo di Butts e Coli. per la determinazione del 
tiocianato sierico, parametro correlato con l'assunzione di fumo, sostanzial~ 
mente modificato al fine di migliorarne la sensibilità, è stato caratterizzato 
per la precisione e la accuratezza. 

Si è successivamente utilizzato il metodo per la determinazione del 
tiocianato sierico su 493 soggetti, nel corso di uno screening per la preven~ 
zione della cardiopatia coronaxica, trovando una marcata correlazione lineare 
(r = 0,918) tra livello del tiocianato e numero di sigarette fumate. Assumendo 
come valore discriminante fra non fumatori e fumatori 40 ).lmolfl si ri
scontra il 2,8% di falsi positivi e il 5% di falsi negativi. 

Sommary (Evaluation of .smoke assumption by the determinalion of serum 
thiocyanme). - The method of Butu and Coli. for determination of serum 
thiocyanate - parameter correlated to smoke assumption - has been modi:lìed 
in order to improve sensibility and has been characterized as reg<trd& pre• 
cision and accuracy. 

The improved method has heeen successively utilized for determination 
of serum thiocyanate of 493 a-ubjects during a sc:reening for prevention from 
coronarie heart disease. A linear eorrelation {r = 0,916) between the number 
of smoked cigarettes and serum thiocyanate has been found. Assuming 
40 l!JDol/1 as a cut-off point to distinguish ciga:rette smokers and non smo
ken, 1,8% false positive and 5% false negative resulted. 

INTRODUZIONE 

La concentrazione di tiocianato nei liquidi biologici è determinata 
dalla assunzione da part(' dell'organismo di ioni SCN- e relativi esteri, e di 
composti precursori come cianuri, nitrili, isotiocianati [I]. 

La trasformazione dei cianuri in tiocianati, che comporta una riduzione 
(li tossicità di circa 200 volte, è un meccanismo di detossicazione che avviene 
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tramite il trasferimento enzimatico (operato dalla tiosolfo transferasi) di un 
atomo di zolfo da una molecola di tiosolfato. 

L'organismo può assumere cianuri in determinati ambienti di lavoro 
industriale; con alcuni alimenti, per lo più di origine vegetale, quali mandorle, 
agli, brassicacee, rafani, ravanelli, mostarda, ma anche col latte e la 
birra [2, 3]; soprattutto, infine, da1 fumo di tabacco (il fumo di una sigaretta 
contiene circa 0,2-0,3 mg di HCN) (4, 5]. 

La conoscenza del livello plasmatico di tiocianato assume un certo valort" 
in biochimica clinica in quanto concentrazioni particolarmente basse di 
tiocianato si rilevano in alcune forme patologiche, quali ad esempio: l'am
hliopia da tabacco, dovuta ad una ridotta capacità di detossicare il cianuro 
ed associata ad una deficienza di vitamina B 12 (6-9]; l'atrofia ottica eredi· 
taria di Leber, dovuta ad una alterazione del meccanismo biochimico, non 
correlata ad una deficienza di vitamina B12 [8]; il carcinoma gastrico, dove 
però l'alterazione della concentrazione di ScN- è ritenuta un fattore 
secondario [2, 4]. 

Concentrazioni molto alte di SCN- correlate ad altri fattori si sono riM 
scontrate in alcune forme di neuropatie tropicali [10J. 

Va inoltre ricordata l'importanza della determinazione del tiocianato 
sia per il controllo dell'attività tiroidea (in quanto J'SCN- inibendo il traM 
spono dello iodio deprime l'attività della tiroide) (IIJ, sia per l'esatta deter
minazione del volume di acqua contenuto nelle cellule, nel plasma e nel li· 
quido interstiziale (volume che è necessario conoscere nei casi di shock 
traumatico) (12]. 

La determinazione del tiocianato plasmatico può assumere però mag
giore importanza quale misura obiettiva dell'assunzione di fumo, in consi· 
derazione del fatto che il fumo è ritenuto uno dei principali fattori di rischio 
per i tumori dell'apparato respiratorio e per l'arteriosclerosi [9]. 

Alcuni AA. hanno prospettato la possibilità di una tale applicazione, 
tenendo anche conto della vita media della molecola ne] sangue, che è 
di circa 14 gg. contro le 4 ore di quella della carbossiemoglobina (parametro 
che in alternativa può essere utilizzato aJlo stesso scopo [13, 14]: Butts e 
Coli., ad esempio, su 197 campioni esaminati, con una tecnica di determinaM 
zione automatica, hanno trovato tra concentrazione di SCN- e numero di 
sigarette fumate un coefficiente di correlazione r = 0,46; in base ai risultati 
ottenuti hanno indicato come punto di cut off, per discriminare fumatori da 
non fumatori, la concentrazione di 85 IJ.Dloljl di SCN- [13]; Vogt e Coll. su 139 
soggetti hanno ottenuto un coefficiente di correlazione r = 0,479, indicando 
come punto di cut o.ff la concentrazione di 100 ~molfl [14]. 

Prendendo come base il metodo analitico automatico proposto da 
Butta [13], apportandovi opportune modifiche allo scopo di migliorame la 
affidabilità e di ridurre la quantità di campione necessaria all'analisi, abbiamo 
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esaminato le caratteristiche del metodo modificato, alla luce dei criteri di 
controllo di qualità adottati nel nostro laboratorio [15], ed abbiamo verificato 
la correlazione tiocianato-numero di sigarette fumate per un numero maggiore 
di soggetti rispetto agli AA. citati. Ciò allo scopo di accertare la validità 
dell'utilizzazione del metodo stesso nel corso di uno screening per un pro~ 
gramma di prevenzione dell'arteriosclerosi [16]. 

MATERIALI 

Soluzione madre di SCN-: 1000 j.lmol/1 (97,2 mg di tiocianato di po4 

tassio in 11 di H20 hidistillata). 
Soluzione standard di lavoro di SCN-: 20, 50, 100, 200, 250 pmoljl . 
Soluzione di nitrato ferrico: 10 g di Fe(N03)sfl di una soluzione di 

HN03 1,5 M. Si filtra e si conserva in bottiglia scura. 
Soluzione di sodio perclorato 0,1 M. A 11 della soluzione si aggiunge l ml 

di soluzione « Brij-35 » (30 g/dl) e si conserva in bottiglia scura. 
Soluzione per dialisi: H20 bidistillata contenente l mi di soluzione 

« Brij-35 » (30 g/dl)/1. 
Sieri freschi di soggetti di sesso maschile di età compresa tra 44 e 65 anni, 

esaminati nel corso di un programma di prevenzione delle cardiopatie coro
nariche [16]. 

APPARECCHIATURE 

Campionatore: Technicon AntoAnalyzer Sampler IV. 
Pompa: Technicon Proportioning Pump III. 
Dializzatore: Dialyzer Plate Technicon AutoAnalyzer I con membrane 

Cuprophan (part. No. 105-1058). 
Colorimetro: Technicon AutoAnalyzer Il Single Channel Colorimf'tt'r. 
Registratore: Technicon AutoAnalyzer Il Recorder. 
Stampante: Technicon Modular Digitai Printer. 

PROCEDIMENTO 

Le componenti del sistema analizzatore Technicon ed il procedimento 
analitico adottato sono schematicamente rappresentati in Fig. l. 

Condizioni predisposte sulla stampante: 

Sampling rate/h: 
Wash time: 
Mode: 
Range: ... 

40 
12 sec. 
n ormai 
200 
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Fig. l. - Schema del sistema analizzatore e del proeedimento aualitiC(l adottato. 

RISULTATI 

Per ]a caratterizzazione del metodo ora descritto sono state eseguite 
prove di linearità su 5 standard nel campo di concentrazione compreso tra 
20 e 250 ).lmol/1. 'Ogni misura è stata eseguita in triplicato. 

l risultati ottenuti sono mostrati in Fig. 2. 
Come si OSBerva dai coefficienti deJia retta di regressione fra valori attesi 

e valori misurati, ed in particolare dal quadrato del coefficiente di correla
zione, la linearità è molto soddisfacente. 

L'accuratena del metodo è stata verificata con prove di recupero su 
due campioni di siero fresco a cui sono state addizionate aliquote differenti 
di una soluzione di SCN-. I valori attesi per i due campioni così predisposti 
11ono rispettivamente di 87,6 e 128,2 ~olfl. 

L'analisi statistica dei risultati ha evidenziato per i due campioni un 
recupero dellOO% e del102%. I risultati non mettono dunque in evidenza 
variazioni di resa nell'arco di concentrazioni considerate. 

Le prove di precisione nella serie sono state verificate su una serie ana
litica comprendente 30 replicati di un pool di sieri a concentrazione bassa di 
tiocianato e 30 replicati di un pool a concentrazione alta. 

I risultati dell'analisi statistica sui dati raccolti sono riportati in Tab. l. 
Il test di Fisher sulle varianze relative alle due serie non mostra diffe

renze significative. Non ci sono pertanto eJementi per affermare che la pre
cisione vui con la concentrazione di SCN- nel campione misurato. Questo 
risultato è confermato dall'esame delle variabilità all'interno della corsa 
nei campioni utilizzati per lo studio deJJa variabilità fra corse (v. seguito). 
Da tale sperimentazione sono state ricavate 16 deviazioni standard. La 
SD mediana di questi 16 valori (max 1,41, min. 0,32) è pari a 0,92 unità, in 
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Fig. 2. - Risultati deDe prove di linearità. 

TABELLA l 

Risultati dell'analisi statistica per le prove di precisione intra•aerie 

pau>)jl 

• l l l l 
<V 

MEDIA '" " ... miu 
% 

30 45,1 0,88 0,16 48,0 44,0 2,0 

30 ' 146,5 0,82 o, 15 H-8,0 144;0 0,6 

' 

accordo con quanto precedentemente osservato nei due campioni utilizzati 
per le prove specifiche di precisione all'interno della corsa. 

Le prm·e di precisione tra serie sono state predisposte su tre campioni 
(rispettivamente a bassa, media e alta concentrazione di SCN-), ciascuno 
analizzato in 10 replicati per 6 giorni diversi. 

I risultati ottenuti sono sintetizzati in Tah. 2 . 
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TABELLA. 2 

Risultati deUe prove elfettuate per la valutazione della 
precisione &a serie 

,um<>l/l 
GIORNO 

l l c, c, c, 

lO . 33.0 72,9 175,3 

20 . . 28,9 68,4 173,9 

30 . 30,0 69,0 114,6 

.o 32,6 ' 70,5 172,4 

so . 34,0 76,1 178,4 

60 . . . 32,7 71,4 175,1 

Medi.IJ 31,9 71.4 175 ,o 

SD . . l ,97 2,83 1,99 

CV% 6,2 3,9 1,1 

Lo studio della media giornaliera non rivela andamenti particolari 
neU'arco di tempo considerato (test t sulla pendenza della retta di regressione 
non significativo). 

Il test di Bartlett sulle tre varianze relative alle dispersioni delle medie 
giornaliere considerate è largamente non significativo (X2 = 0,8267, p<0,34). 
Non ci sono dunque elementi per considerare statisticamente diverse le 
dispersioni delle medie giornaliere dei tre campioni utilizzati. Essendo ta1i 
medie rappresentative dell'intervallo di concentrazioni di interesse, ne deriva 
che non ci sono elementi per afFermare che la precisione varia al variare delle 
concentrazioni. 

Appare quindi ragionevole utilizzare le di&peraioni stimate nella serie 
in esame per derivarne una SD pooled che sintetizzi la variabilità in studio. 
Il valore della grandezza cosi calcolata è pari a 2,3 unità. 

La correlazione tra SCN- e numero di sigarette fumate, per lo studio 
della quale sono stati analizzati 493 campioni di sieri freschi, risulta notevol· 
mente marcata, come mostra la Fig. 3. 

Tale correlazione è lineare, ad eccezione della zona dei fumatori di un 
numero più elevato di sigarette. 

"'""· 111.. Bvp••· s .. mu (11179) u, 203-272 
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Fig. 3. - Cot'celazione ira SCN- e nnmero di 5Ìgarette fumate. 

I risultati ottenuti ci permettono anche di indicare, relativamente ai 
casi esaminati, un punto di cut o.Jf, discriminante tra fumatori e non fumatori, 
intorno a 40 IJ.Dloljl, in base al quale si riscontra il 2,8% di falsi positivi e 
il 5% di falsi negativi. 

CONCLUSIONI 

I risultati ottenuti nelle prove effettuate per la caratterizzazione del 
metodo, mettono in evidenza soddisfacente linearità, precisione ed 
accuratezza. 

L 'applicazione del metodo per la determinazione del tiocianato in 493 
campioni di siero mettono in evidenza: 

- una più marcata correlazione fra livello di tiocianato e numero di 
sigarette fumate (r = 0,918), rispetto a quella trovata da Buttll (r = 0,46) 
e da Vogt (r = 0,479); 

- la linearità di tale correlazione, ad eccezione della zona corrispon
dente ai forti fumatori (ulteriori indagini sono necessarie per una corretta 
interpretazione del fenomeno); 

- la possibilità di scelta di un punto di cut o.ff notevolmente più basso 
rispetto a quello indicato da Butta e da Vogt. 

Aan. Ilt. Sroptr. Sa,.;u (1979) Il, 268-272 
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Queste caratteristiche, aggiunte a quelle della verificata praticabilità 
del metodo (velocità di analisi: 40 campionijh; quantità di campione neces· 
sario per l'analisi: 0,25 ml; basso costo di esercizio; facilità di esecuzione del· 
l'analisi). ci permettono di considerare il metodo stesso idoneo per una valu
tazione obiettiva, precisa, dell'assunzione di fumo ed appropriata la sua 
applicazione in programmi di medicina preventiva che si prefiggano la 
riduzione del consumo di tabacco. 

Tale metodo risulta di particolare utilità in quanto abitualmente per le 
valutazioni del consumo di tabacco si ricorre all'uso di questionari che pos
sono risentire e di giudizi soggettivi, e di possibili risposte volutamente false. 

Ri~evulo il 30 marzo 1979 

Accettato il 2 aprile 1979 
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Fra i tossici industriali che danneggiano il sistema nervoso, la maggior 
parte attacca il neurone, altri (non presi in esame nella pret~ente rassegna) 
)e cellule di sostegno. La particolare vulnerabilità del neurone, come è stato 
fatto notare da vari autori, è probabilmente dovuta fra l'altro a problemi 
conneui con il mantenimento tl'ofico di una fibra nervosa, le cui dimensioni 
sono enonni relativamente al corpo cellulare che la mantiene [l, 2). Dato 
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questo punto debole, che ne rappresenta il bersaglio comune, non stupisce 
che sostanze anche molto diverse chimicamente (come esteri fosforici, arse· 
nico, solfuro di carbonio, idrocarburi alifatici e derivati, vari farmaci ecc.) 
possano convergere a dare, nelle persone esposte, quadri clinici e anatomo
patologici molto simili tra loro, aventi in comune ciò che Cavanagh [3, 4] 
e altri autori chiamano il proceB&o di «dying back » (degenerazione retro
grada) e che più recentemente Spencer e Schaumburg [5], per motivi che 
vedremo più avanti, propongono di chiamare invece « assonopatia distale 
centrale-periferica », o, più semplicemente, « assonopatia distale». Si tratta 
di polineuropatie sensoriali e motorie, a sviluppo rapido o lento, caratteriz~ 
zate da una degenerazione assonale simmetrica, che ha inizio distalmente in 
assoni lunghi del sistema nervoso periferico e centrale, estendendosi quindi 
in zone via via più prossimali dell'assone, ma senza arrivare a coinvolgere 
il corpo cellulare. Durante il cono stesso della malattia si assiste a feno
meni di rigenerazione ad opera del corpo cellulare stesso, che va incontro 
infatti a modificazioni reattive (cromatolisi, viaibile anche al microacopio 
ottico in animali da esperimento). La relativa prevalenza di sintomi periferici 
motori, sensoriali o del sistema neurovegetativo varia a seconda della singola 
sostanza tossica in queatione e della entità della esposizione. n coinvolgi
mento della mielina, a dift'erenza di quanto erroneamente ritenuto dai primi 
ouervatori della malattia [6], è soltanto secondario e consiste in una dem.ie
linizzazione in rapporto con la degenerazione assonale, e in successivi feno
meni di rimielinizzazione. A carico del sistema nervoso centrale (SNC) la 
degenerazione coinvolge in misura variabile le colonne dorsali (specialmente 
il fascio gracile), i tratti spinocerebellari, i corticospinali e, nei casi più gravi, 
anche alcuni tratti più brevi. La rigenerazione consente un ripristino della 
funzione nel sistema nervoso periferico (SNP); non cosi nel SNC: ciò conduce, 
nei casi in cui esso è coinvolto, ad alterazioni permanenti, come spasticità 
e atasaia. Per diversi di questi tossici industriali (esteri fosforici, solfuro di 
carbonio, acrilamide, idrocarburi alifatici e derivati) e farmaci è stato dimo· 
strato anche un comune quadro morfologico, molto simile a quello di una 
malattia ritenuta congenita, descritta per la prima volta nell972 da Asbury 
e CoD. [7] e denominata « neuropatia giganto-assonale »; per altri (ad 
esempio per l'arsenico), uno studio accurato non è stato ancora fatto. 

La storia delle nostre conoscenze su questo tipo di polineuropatia ha 
inizio del 1930, in seguito a un episodio di intossicazione di massa da tricre
silfosfato (TCP) avvenuto negli Stati Uniti [8, 9]. Successivamente sono 
state riconosciute, anche sulla base delle somiglianze morfologiche dei quadri 
bioptici umani e delle lesioni osservate sperimentalmente in animali, le affi
nità di queste forme neurologiche con altre già note da vecchia data deter
minate da arsenico [lOJ, tallio [Il] e da solfuro di carbonio [12}, mentre nuovi 
agenti causali di polineuropatie dello stesso tipo sono stati riconosciuti nella 
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acrilam.ide [13], nel dietil--ditiocarbammato [14], nel normal--esano [15], nel 
metil-butil-chetone (16] e nei tetraclorobifenili [17]. Questo elenco riguarda 
esclUflivamente tossici industriali (e i riferimenti bibliografici si limitano alle 
prime ouervazioni sull'argow~;~nto), ma della lista fanno parte anche nu
merosi farmaci come la btomofenilacetilurea, l'isoniazide, il tetraetiltiuram 
disolfuro o antabuse, i nitrofurani, la talidouù.de (per tutti questi farmaci, 
come per i tossici industriali sopra citati, vedanai le importanti rassegne di 
Cavanagh [3, 4] e di Spencer e Schaumhurg [5]), e le idrossiehinoline clori
drate (migliaia di casi di una polineuropatia denominata« subacute myelo
optico-neuropathy » o SMON dovuti a queste ultime sono stati rilevati in 
G-iappone [18)). 

Polineuropatie caratterizzate da un quadro clinico che rientra perfetta
mente in quello sopra delineato sono state segnalate nell'industria calzaturiera 
e affine (specialmente italiana, ma anche di altri paesi, vedansi ad esem
pio [19, 20]) fin dall957 [21], cioè negli anni successivi alla introduzione nelle 
fabbriche di scarpe e di pelletterie (e nelle afferenti lavorazioni a domicilio) 
di nuove tecnologie fondate sull'uso di mastici e colle a rapida presa. Non è 
possibile qui passare in rassegna le innumerevoli pubblicazioni di autori 
italiani su questo argomento, a cui sono stati anche dedicati appositi con· 
vegni scientifici r); si ri.manda per questo alle ottime rassegne di Mazzella 
di Bosco e Fonzi [22], Abbritti e Coli. [23, 24] e di Carnevale e D'Andrea [25]. 
n numero di casi clinici pubblicati è di parecchie centinaia, come risuha dalla 
Tab. l, nella quale sono riportati solamente i casi di malattia conclamata; 
ricerche epidemiologiche [52, 55, 61, 64, 67, 68, 70], eseguite con metodologia 
del tipo di quella indicata a pag. 309, hanno permesso di mettere in evidenza 
in determinati ambienti di lavoro ealzaturiero anche forme lievi e subcli
niche. Si tratta in prevalenza di giovani donne, probabilmente in rapporto 
con la circostanza, citata dai suddetti lavori epidemiologici, che esse rappre
sentano la manodopera largamente prevalente in questo tipo di attività 
produttiva. 

In sintesi, il quadro clinico che emerge da questo complesso di pubbli
cazioni è il seguente, La malattia ha un periodo prodromico caratterizzato 
da sintomi generali come malesaere, disappetenza, nausea, vertigini, dima
gramento, cefalea, sonnolenza, insonnia, facile stancabilità. L'intensità di 
questi disturbi varia a seconda dei casi; spesso essi vengono sottovalutati 
dal paziente stesso. Compaiono poi parestesie sotto forma di formicolii ai 
piedi e alle mani, crampi muscolari notturni, specie ai polpacci, dolori mu
scolari, debolezza agli arti. Quest'ultimo sintomo si intensifica fino a rendere 
difficile la deambulazione per la comparsa di vere e proprie paralisi. Queste 

(*) Ad esempio: Napoli, 1973; Bari, 1976; Padova, 1976. 

At~A. Ire. Su,_. S<lllilà (ll1711) 11, 273-SU 
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TABELLA l 

Casi di polinenropatia nel uttore calzaturiuo e affine riportati da autori 
italiani (a) Sono e8el118i i cui subclinici . 

Ri!~rimo..ti l l l Lo~•llt.i di l Periodo • 
Anno di N, ~ul oi rlf~ri-

hibliogr•· 
pnbbli~a..;one eaoi Provn.ienn l /••ono 1! o~-•• Rioonro oorva.,om 

[21' 26] 1957' 1958 12 Vigevano Pavia 1956-57 
[27] 1959 8 - Milano -
[28] 1962 6 - Pisa -
[29) 1962 5 - Bologna 1960 
[30] 1962 14 Piacenza - 1961 
[31] 1963 13 - Bologna 1961 
[32] 1963 2 Venezia - -
[33] 1964 8 Firenze - 1961--62 
[34] 1964 l - Pavia 1963 
[35] 1965 15 Piacenza - 1961 

(36] 1966 8 - I.ucca -
(37] 1967 2 - Pavia 1963 
[38] 1967 5 Monci>• - -
[39) 1967 72 Lombardia, Veneto,} 

Emilia, Toscana, - 1962--66 
Monci>o 

[40] 1967 5 - Imola -
[41] 1968 5 Pesato - 1966 
[43, 47] 1968 42 - MUano 1960-67 
[44] 1968 12 - Pavia -
[45] 1968 15 Pavia - 1957--68 

[46] 1968 5 Verona - 1963--64 
[48] 1968 8 Vereellì - -
[49] 1969 30 - - 1965-66 
[42, 50] 1968, 1969 56 - Padova, Vetona 1963-68 
[51] 1971 8 Macerata - 1968-70 
[52' 66] 1971. 1978 16 - Pavia 1970 
[53] 1972 50 Marche - -
[54] 1973 2 Trento - 1972 
[57' 58] 1973 48 - Napoli 1969-73 
[59] 1973 8 Arezzo - 1973 
[60] 1973 31 - Verona 1969-73 
[22] 1974 30 Napoli - 1973 
[62] 1974 6 - Napoli 1972-73 
155, 56] 1976, 1979 22 Siena Siena 1973-78 
[61, 63] 1973, 1976 79 Marche, Umhria,} 

Toscana - 1971-74 

[76] 1976 4 - Verona -
[64] 1977 .. - Verona -
[65] 1977 " Marche - 1970-73 
(70] 1977 l Camaiore - -

(<>) E compre•• la conlealone di pelletterie e di lmretmeabili, non invece la prodnlriou di ula o carta 
adeojv., l• rlooOil'UIIione di pneumatici, la Uppu.zeria d antomobili. 

{6) V. nola a p•s· 310: la rclerenu [U~] contleDe un alteriore apporto di oati . 

.AM.lrt. su~~. Sanit<l (11179) 11. 273-1124 
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interessano dapprima i movimenti delle dita del piede, poi quelli del piede, 
della gamba, e via via progrediscono in senso prossimale fino ad arrivare a 
una paralisi degli arti inferiori più o meno completa, con impossibilità di 
mantenere la stazione eretta e di camminare; lo stesso si verifica frequente· 
mente anche a carico degli arti superiori, La paralisi è flaccida, con perdita 
dei riflessi osteotend.inei, ed è accompagnata da atrofie muscolari. Vi è anche 
disturbo della sensibilità con formicolii e diminuzione della sensibilità tattile, 
termica e dolorifica « a calza » e « a guanto ». Questa condizione dura di 
solito 1-2 mesi; l'evoluzione successiva comporta una progressiva ricomp8l'Sa 
della motilità e riduzione dei disturbi sensoriali fino ad arrivare dopo parecchi 
mesi ad un recupero, che nelle forme meno gravi è completo o quasi. In altri 
casi, la malattia lascia invece esiti permanenti: alla paralisi flaccida, con ridu
zione dei riflessi osteotend.inei, si sostituisce allora una certa spasticità con 
aumento degli stessi riflessi; permangono deficit motorio, disturbi della sen· 
sibilità e alterazioni riscontrabili all'esame elettromiogra.6.co (per le osaerva· 
zioni sui postumi vedansi ad esempio le referenze [41, 49, 51, 52, 63, 64, 69, 71]). 

In alcuni casi sono stati descritti anche disturbi riscontrabili a un esame 
otofunzionale [50, 60, 69]. In un certo numero di casi compaiono inoltre 
disturbi psichici [39, 49, 73] e alterazioni dell'elettroencefalogramma [31, 58, 
69, 72, 74, 75]. Uno studio al microscopio ottico ed elettronico, compiuto 
da :Rizzuto e Coll, (76] su frammenti di nervi superficiali prelevati per biopsia, 
ha mostrato un quadro del tutto sovrapponihile alla degenerazione giganto
assonale sopra citata. 

Come_ accennato sopra, la malattia può presentarsi anche in forme lievi 
e subcliniche, caratterizzate soltanto dalla presenza di sintomi soggettivi 
(crampi muscolari, debolezza agli arti inferiori, dolori diffusi agli arti, pare
stesie soprattutto alle mani) e di segni dimostrabili con l'esame elettrodia· 
gnostico [63, 67, 68]. 

Inizialmente la polineuropatia dei calzaturieri venne attribuita esclusi· 
vamente al tricresilfosfato (TCP) di cui era noto l'impiego come plastificante 
sia nelle pelli, specialmente artificiali, sia nei collanti e in particolare al suo 
isomero orto (TOCP). A quel tempo infatti non era ancora nota la polineu• 
ropatia da idrocarburi alifatici, sostanze che sono, ed erano già allora, impie· 
gate come solventi dei collanti in uso nell'industria calzaturiera (va anche 
considerato che la dimostrazione di tale nesso etiologico era inizialmente 
contenuta solo in pubblicazioni giapponesi di difficile reperimento in campo 
internazionale). Come meglio illustrato più avanti, il TCP è scarsamente 
volatile (quindi è poco probabile che venga assunto per via inalatoria), ma 
per contatto penetra facilmente attraverso la pelle. Ove esso sia presente nei 
materiali impiegati, questo potente veleno, che come vedremo ha anche la 
proprietà di accumularsi nell'organismo, può essere causa di polineuropatia 
ove venga assorbito in quantità superiori a determinati limiti. Tuttavia 

A""· Illl. Su~r. Sa#il<i (HI79) 11, 2.73--324. 
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sempre più frequentemente sono stati descritti episodi di polineuropatia fra 
gli addetti a lavorazioni che non contemplavano uso di materiali contenenti 
TCP, e che invece erano esposti alla inalazione di idrocarburi alifatici fra 
cui n-esano, 

Viene successivamente passata in rassegna la letteratura scientifica sulla 
tossicità di questi due gruppi di sostanze, con particolare riguardo a quegli 
aspetti che vengono ritenuti utili ai fini della valutazione della loro nocivìtà 
nell'ambiente di lavoro. 

2. - TRICRESILFOSFATO 

2.1. - Terminologia, caratteristiche chimic&-jìsiche e usi industriali 

D tricresilfosfato (TCP, o tritolilfosfato; nomi commerciali: Cellufiex, 
Kronitex, Lindol) è l'estere tris-metilfenilico dell'acido fosforico; si tratta 
~i una miscela di isomeri (gli isomeri possibili sono dieci, vedi Tab. 2). 

TABELLA 2 

Nomenclatnra (a) dei IO isomeri del trieresiltosfato 

tri-o-cre8ilfosfato (TOCP) 

tri-m-crelilf08fato (TMCP) 

tri-p-eresilfo&fato (TPCP) 

o-m-p-cre&ilfo&fato 

o-ere&il, di-m-cresilfod'ato 

()-(lffftiJ, di-p-cresiJfod'ato 

m-cresil, di-o-Cft&ilfo&fato 

m-erelill, di--p-cresilfo&fato 

p-crelill, di--o-ereailfod'ato 

p-cre8il, di-m-eresilfoBfato 

(") Con al1.>e nonoe,.olatlll'e il ,..dioalo • o:rWI • vioDO Indicato eomo 

• tolil .. e lo poUzloni orlo ..... ~a e P''"0 "'"'l""" denomirlate 2, li e ._ 

Il TCP si ottiene industrialmente dalla reazione dell'ossicloruro di fosforo 
(POC13) con la frazione cresolica dei catrami (di cokeria o di petrolio). Questa 
ultima è costituita dai vari isomeri del cresolo (orto, meta e para abbreviati 
o, m, e p, ovvero, secondo un'altra nomenclatura, 2-, 3-, e 4-), ma può con· 
tenere come impurezze anche altri alcbilfenoli, La composizione varia a se· 
conda della fonte (carbone o petrolio) e della lavorazione . 

.A lUI. I•t. SI#'Pf~. Sat~ità {111711) U, 276-3U 
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Quando, come vedremo più avanti, fu messa in evidenza la capacità 
del tri-o-cresilfosfato (TOCP) di provocare polineuropatia, negli USA e in 
Germania furono introdotte normative che limitavano al 3 % i gruppi 
o-cresilici reperibili nel TCP commerciale. Preparazioni di TCP cosi rettificate 
si ottengono rettificando in partenza la frazione cresolica dei catrami; si può 
giungere anche a miscele con meno dell'l,5 % di gruppi o-cresilici (vedasi 
più avanti per le analisi fatte da vari autori sulla efficacia di questi prov
vedimenti). 

Bondy e Coll. [77] riportano la composizione di una frazione cresolica 
rettificata: oltre ai tre isomeri del cresolo, che ne rappresentavano complessi· 
vamente il 75%, erano presenti anche il 3% di orto-etilfenolo e il 22% di 
xilenoli. Capellini e Coll. [ 43] rilevano che le combinazioni possibili sotto 
forma di triarilfosfati salgono cosi a 84. 

Le caratteristiche chimico-fisiche dei tre esteri simmetrici trisostituiti 
tri-orto-cresilfosfato (TOCP), tri-meta-cresilfosfato (TMCP) e tri-pora
cresilfoafato (TPCP) sono riportate nella Tab. 3. 

Per le sue peculiari caratteristiche chimico-fisiche, il TCP ha trovato 
varie applicazioni tecnologiche, e fin dai primi decenni del secolo viene pro
dotto industrialmente su larga scala. Esso è impiegato fra l'altro come fluido 
idraulico in circuiti di macchine, olio lubrificante per motori di jet (volati
lizza poco pur alle altissime temperature ivi raggiunte), lubrificante in varie 
produzioni (anche di calzature), ritardante di fiamma, plastificante. Questo 
ultimo impiego riguarda varie plastiche, smalti e vernici, vinilpelle e altre 
pelli artificiali, cuoio sintetico e rigenerato, gomme sintetiche, lavorazioni 
speciali della gomma naturale, polistirolo espanso (tutti questi materiali 
possono contenere TCP fino a percentuali dell'ordine del 35% [25, 43]), 
collanti (1-2% per ottenere l'e:lfetto plastificante, fino al 4% per recuperare 
partite di collante invecchiate [25]). 

2.2. - Vie di introduzione, distribuzione, escrezione, accum1do 

In accordo con la scarsissima volatilità del TCP e con le sue caratteri
stiche di solubilità, le vie principali di introduzione nell'organismo sono la 
cutanea e quella per ingestione (nell'ambiente di lavoro calzaturiero questa 
ultima può realizzarsi per contaminazione delle mani portate alla bocca, 
specialmente se il pranzo viene consumato nella stessa stanza dove si lavora). 
In particolari ambienti di lavoro è da considerare anche la via aerea, per la 
possibilità della formazione di aerosoli [78]. 

La straordinaria rapidità ed efficienza con cui il TOCP viene assorbito 
per via percutanea nell'uomo è stata dimostrata nel 1943 da autori ame
ricani [79] i quali hanno fatto applicare con massaggio sulle palme delle mani 
di due persone ben 0,1 e rispettivamente 0.2 g di questa sostanza, marcata 

.in~~. 181.. 8!1pft. SaniU (11179) 15, 27!1-!124. 
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con fosforo radioattivo(*). Già dopo un'ora la radioattività si ritrovava nel 
sangue in quantità corrispondenti a 4 e rispettivamente 13 IJg di TOCP/ 
100 ml; diminuiva quindi nelle 24 ore successive fino a valori non determi
nabili. L'escrezione urinaria, che continuava per alcuni giomi, risultò am
montare complessivamente allo 0,1-0,4 %della dose applicata. Nella zona di 
applicazione non si ebbe alcuna reazione locale. Con lo stesso prodotto radioat
tivo questi autori hanno anche studiato (oltre all'assorbimento e l'escrezione), 
anche la distribuzione in vari tessuti di un cane, dopo assorbimento cutaneo, 
dimostrando un accumulo preferenziale di TOCP nel fegato, ma una sua 
presenza anche nel muscolo, cervello, tessuto osseo. Esperimenti sull'assor
bimento, la distribuzione e l'escrezione di TOCP, TMCP e TPCP puri, in
trodotti nell'organismo per diverse vie, sono stati compiuti su vari animali 
da Gross e Grosse [80]. 

La capacità di accumulo del TOCP nell'organismo risulta anche dalla 
possibilità di ottenere paralisi in animali somministrando ripetutamente, a 
distanza di giomi, piccole dosi, di per sé inefficaci [9, 81]. 

2.3. - Tossici'à 

I sintomi a breve scadenza della assunzione di TCP nell'uomo sono stati 
descritti in occasione di episodi di intossicazione alimentare [8, 9, 81, 82, 
84--88], industriale [89] (per altre indicazioni bibliografiche vedasi [90]), da 
farmaci [83] (per una rassegna vedasi (91]), o da contatto con materiali 
plastici (92, 93]. La scoperta della neurotossicità del TCP avvenne proprio 
in rapporto con l'ormai famoso episodio della ginger-jake paralysis, avvenuto 
durante tutto l'anno 1930 negli Stati Uniti, nel quale più di 16.000 persone 
furono colpite da paralisi per aver consumato liquori allo zenzero adulterati. 
La causa di questa catastrofe nazionale fu trovata da Smith e CoD. [8, 9, 81], 
i quali misero in evidenza che i campioni di liquori incriminati Contenevano 
TOCP. Si ricostruì allora che estratti di zenzero erano stati addizionati con 
TCP, forse per aumentarne la parte non evaporabile e quindi il valore com
merciale. Da allora ebbero luogo molti altri episodi di contaminazione ali
mentare fraudolenta o accidentale con TCP, favoriti anche dal fatto che esso 
si presenta come un liquido incoloro, inodoro e insaporo, privo di proprietà 
irritanti locali. l sintomi descritti dai vari autori sono sostanzialmente gli 
stessi, e cioè quelli descritti nell'introduzione della presente rassegna (asso
nopatia distale). Con una latenza, che nel caso della assunzione unica del
l'agente tossico è di 8--14 giorni, si hanno: parestesie (formicolio o bruciore 

(•) Gli autori della presente r1111segna. esprimono le più ampie riserve sulla liceità 
etica e deontologica di questo esperimento. 
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specialmente ai piedi) seguite da diminuzione della sensibilità termica e 
dolorifica« a calza » e « a guanto »; debolezza motoria inizialmente ai piedi, 
poi alle gambe e alle mani; caduta del piede che provoca andatura a passo 
di gallo; vi è anche un certo grado di incoordinazione. I sintomi progrediscono 
per circa due settimane fino a paralisi degli arti inferiori o dei quattro arti; 
poi rimangono stazionari per parecchie settimane prima di cominciare a 
regredire in ordine inverso a quello della loro comparsa. Nei casi lievi il 
recupero può essere completo o quasi; i casi più gravi sviluppano spastieità 
e atassia, mentre permane diminuzione della sensibilità alle mani e ai 
piedi f4]. In caso di forte assunzione alimentare singola, sono descritti sintomi 
iniziali rappresentati da dolori addominali, nausea e diarrea [82]. Si sono 
avuti anche casi mortali: si è calcolato che queste persone potevano aver 
ingerito intorno a 0,1 g/kg di TCP [94]. 

I sintomi acuti della intossicazione da TOCP in animali da esperimento, 
che inizialmente comprendono anche diarrea, eventualmente con sangue, 
poi sintomi a carico del sistema nervoso centrale e periferico, in alcune specie 
con convulsioni, seguite a volte da coma e morte, sono descritte da autori 
americani e tedeschi degli anni '30 (8, 9, 80), che osservarono anche la bassa 
tossicità del TPCP [9, 80] e del TMCP [80]. Per il TOCP puro vengono citate 
le seguenti dosi minime letali: 0,1 gfkg per via orale nel coniglio [9, 80], 
0,1 gfkg per via sottocutanea o intraperitoneale nel cane (80], 0,5-l gfkg 
per via sottocutanea in Macacus rhesus [9], 0,3-0,5 gjkg per via sottocutanea 
in gatti e cavie [80], > l gfkg per via orale nel pollo [9], e le seguenti D~0: 

0,33 gfkg per via intraperitoneale nel topo [79] e 12 gfkg per via orale nel 
ratto [95]. 

Per alcune specie animali (conigli, cani, Macacus rhesus) la dose paraliz
zante non è molto minore della dose minima mortale; per questo Smith e 
CoD. inizialmente trovarono difficoltà a riprodurre i quadri clinici umani in 
animali da laboratorio, finché questo non riusci loro, dapprima in alcuni 
vitelli, poi nei polli [9]. Altri animali che sviluppano una polineuropatia 
assai simile a quella umana sono il gatto, la pecora, l'anatra, il fagiano [4]. 
In genere i bambini e i piccoli degli animali sono meno sensibili degli 
adulti [4, 96]. Le minime dosi, necessarie per la comparsa di questi sintomi 
nel pollo adulto, secondo vari autori [94-99] si collocano fra 0,05 e 0,25 
g di TOCP fkg; si considera generalmente che dosi simili valgano anche 
per l'uomo. 

La scoperta di Smith e collaboratori della presenza di TOCP nei liquori 
incriminati [8], la riproduzione della malattia nel pollo trattato con TOCP 
puro [9] e la inefficacia di una serie di altri triarilfosfati [9, 80] avevano fatto 
pensare che il TOCP fosse l'unico componente del TCP re8ponsabile della 
polineuropatia. Per questo si è diffusa l'abitudine di indicare indifferente
mente il TCP o il TOCP come agente eziologico di polineuropatie dovute al 

,bill. Irt. S..ptr. Satrit<l (1979) U, 278---SU 
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prodotto commerciale (TCP). Su questa base, e alla ricerca di processi pro
duttivi che dessero luogo a preparazioni meno nocive, si cominciò a saggiare, 
sul modello sperimentale rappresentato dalla polineuropatia nel pollo, tutta 
una serie di preparazioni commerciali di TCP, contenenti percentuali note di 
gruppi o--eresilici. Si scopri cosi che quest'ultimo parametro non andava 
affatto di pari passo con la neurotossicità. Henschler [90, 100] dimostrò in
fatti che preparati di TCP contenenti intorno al 30% di gruppi o-cresilici 
potevano risultare anche 10 volte più neurotossici del TOCP puro, e che que
sto era dovuto alla presenza in notevoli concentrazioni di isomeri misti 
:rnono-orto sostituiti. Bastavano infatti 10-20 mgfkg dei trifenilfosfati me
tilati in posizione orto-para-para e orro-para-mew per provocare paralisi 
nel pollo, contro i 100-200 mgjkg di TOCP. Secondo l'autore, questi isomeri 
misti mono-orto sostituiti si formano preferenzialmente quando la concen
trazione di o-cresolo nella miscela da fosforilare non è molto alta. Risultati 
analoghi, per somministrazione cutanea anziché orale nel pollo, sono stati 
ottenuti da Glees e White [101], con un massimo di neurotossicità per le pre
parazioni di TCP con una percentuale di o-cresolo del 26,7. Ritornando ai 
lavori di Hen&chler, i composti metilati in posizione orto---orto-mehl e orto
orto-para avevano invece sul pollo una neurotossicità circa 5 volte maggiore 
del TOcP puro. Preparati di TCP rettificato, contenenti il 3% di gruppi 
cresilicl, risultarono solo 3 volte meno neurotossici del TOCP puro. Nel 1959 
Carpenter e Coll. [102], saggiando su varie specie di animali da esperitnento 
la neurotossicità di una preparazione di TCP rettificata a meno dell'l,5% 
di gruppi o-cresilici, la trovarono solo 5 volte meno neurotossica del TOCP 
puro. L'anno successivo Bondy e Coll. [77], in uno studio commissionato 
da due importanti industrie chimiche produttrici di TCP, alla ricerca di tria
rilfO&fati non neurotossici di possibile impiego alternativo come plastificanti, 
trovarono che anche eliminando totalmente l'orto-cresolo da1la miscela ere
eolica, il prodotto fosforilato risultava pur sempre neurotossico. Dimostra
rono anche che ciò era dovuto alla formazione di altri triarilfosfati altamente 
neurotossicl (v. più avanti) a partire da alcune impurezze presenti nella mi· 
scela (ad esempio l'etilfenolo). Un plastificante privo di neurotossicità si 
poteva invece ottenere fosforilando una miscela sintetica di meta-cresolo, 
para--cresolo, 2,4-dimetilfenolo e 2,5-dimetilfenolo. 

La presenza nel TCP commerciale di una pluralità di composti neuro• 
tossici spiega come mai si siano avute indicazioni non univoche quanto alla 
dose minima capace di provocare polineuropatia neU'uomo. Per il TCP 
non rettificato i valori si coUocano fra i 15 e i 150 mgjkg, cioè fra 0,1 e l g/ 
persona [90, 94]. Ciò significa quindi, suUa base dei dati sopra riportati [90, 
100, 101], che per il TCP rettificato al 3% di gruppi o-cresilici,la dose capace 
di provocare polineuropatia nell'uomo dovrebbe collocarsi intorno ai 450 
(150 x 3) mgJkg, cioè ai 3 gfpersona. 
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Se si considera )a facile penetrazione per via cutanea, la capacità di 
accumulo nell'organismo, la possibilità di un contatto giornaliero di parec
chie ore con materiali che possono cedere questi composti, ci si rende conto 
che non è impossibile che in determinate circostanze fra i calzaturieri italiani 
si siano potute raggiungere dosi di TCP capaci di provocare polineuropatia, 
e che l'esposizione a questo composto continua a essere un rischio da consi
derare. Quanto all'effettivo ritrovamento di TCP in materiali usati in am
bienti di lavoro calzaturiero italiano dove si sono verificati casi di assonopatia 
distale, vedasi la Tab. 4. Sono stati descritti casi di polineuropatia insorta 
in operai calzaturieri che non erano stati esposti a collanti ma a contatto 
con pelli artificiali [60]. 

TABELLA 4 

Notizie sul ritrovamento di TCP nei materiali impiegati in amhlenti di lavoro 
ealzaturiero italiano, dove si erano verificate polineuropatie 

AUTORI l"'"'m-•o l blbUovafi•o l!l.teriale l o ........ ioai l 
Contonuto % 

iD. TCP 

r Pnflente in 15 -
Capellini e Coli ••. [43] Vari i campioni su 78 

Presente in 3 l campioni m 44 -

Crepet e Coli. . . [42] {Collanti 
Pelli sintetiche 

} Ta1volta pre~~ente 0,1-0,2 

{CoJJ.....;n• - l 

Graev e Coli. . [SI] Cellorezina - '·' . 
Pelle trattata con - -

celloresina 

Lanzarini e Coli. [30] J Collanti - -
LPeUi - -

Rossi e Coli. . [62] Collante - '·' 
Bartolucci e Coli •• [220] V ori Prezentenel47% l,I-10, 7 

dei campioni 

Una volta paasati in rassegna ~ aspetti relativi alle dosi di TCP capaci 
di provocare polineuropatia, p888iamo agli studi istopatologici, che sono 
stati compiuti su animali da esperimento o su persone (reperti bioptici) 
affetti da polineuropatia da TCP. Tuttavia, per spiegare la terminologia che 
è stata impiegata dalla maggior parte de~ autori in questo campo a partire 
dagli anni '50 (da quando cioè fu scoperto che anche fra i trialchilfosfati vi 
erano composti capaci di provociare polineuropatia [103]), occorre fare una pic
cola digressione, che allarga la visuale anche ad altri esteri dell'acido fesforico. 

A••.lrt.Su~. Scmit<l (1979) U, 273-SU 



FRONTALI, GUAli.CINI, SPAGNOLO, AllANTINI 285 

Due souo infatti le categorie di esteri fosforici, prodotte industrialmente 
su larga scala, che contengono agenti potentemente capaci di provocare questo 
tipo di polineuropatia: gli alchil (o arilalchil) fosfati, impiegati come insetti
cidi per le loro proprietà di inìhitori della acetil-colinesterasi (ACbE), e i 
triarilfosfati. Storicamente questi ultimi sono stati più spesso responsabili 
di episodi di polineuropatia proprio a causa della loro minore tossicità acuta 
e quindi della minore atten:ùone con cui sono stati manipolati. Tuttavia 
anche alcuni fra gli alchil- e gli arilalchilfosfati (ad esempio il di-isopropilfo
sfato o DFP, il mipafox, illeptofos) provocano assonopatia distale una volta 
superati i sintomi acuti da inibizione della AChE: questa forma morbosa è 
stata perciò chiamata anche « neuropatia ritardata» (*). Alcuni di questi 
composti rivelano la loro capacità di provocare la neuropatia ritardata in 
animali sperimentali se i sintomi acuti da inibizione della AChE sono effica
cemente combattuti con atropina e con ossime, in modo da farli sopravvivere 
a dosi altrimenti mortali [105]. 

Qualunque sia il composto organofosforico che ha dato origine alla neu
ropatia ritardata, il quadro istopatologico è lo stesso, e cioè in tutti gli ani
mali studiati, compreso l'uomo, nel sistema nervoso centrale e periferico 
compaiono focolai sparsi di degenerazione di fibre nervose. Sono colpite pre
valentemente -fibre (motrici e sensoriali) componenti dei nervi lunghi degli 
arti e -fibre lunghe spinali; sono colpite dapprima le regioni de& fibra più 
distali rispetto al corpo cellulare, poi quelle più prossimali. Questo fenomeno, 
che va in parallelo con l'evoluzione dei sintomi in senso prossimale, è quello 
che ha ispirato l'espressione sopra riportata di processo di « dying back » 
o degenerazione retrograda. Sono specialmente colpiti gli assoni di diametro 
maggiore. Parallelamente ai sintomi, questa degenerazione delle fibre ner
vose si aggrava per due settimane; poi cominciano a comparire fenomeni di 
rigenerazione con le usuali, tipiche alterazioni reattive dei corpi cellulari. 
:E: ormai chiaro [97, 106, 107, 222 (••)] che il fenomeno primario non è la 
demielinizzazione, come era stato originariamente ipotizzato da Smith e 
Coli. [6], bensi un rigonfiamento localizzato degli assoni; secondariamente, 
nel punto rlgonfiato la mielina si assottiglia. Successivamente, a valle del 
rigonfiamento, l'assone va incontro a frammentazione e degenerazione 
insieme con la mielina, come se nel punto del rigonfiamento esso fosse stato 
tagliato (degenerazione walleriana). Al microscopio elettronico [108, 109, 
223 (*•)], negli assoni rigonfiati, sono visibili vacuoli e accumuli di reticolo 
endoplasmico liscio . 

(•) Sperimentalmente è stata descritta anche una forma di neuropatia con tempo di 
in110rgenza intermedio da DFP [1D4.]. 

(••) V. nota a pag. :no. 

Anft. IlA .SwpMo SaJIUol (1979) 11, 273-IIU 
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Ritornando ora a parlare più specificamente del TCP e dei suoi compo
nenti, dopo l'osservazione fatta da Bloch nell941 [IlO] che il TOCP provocava 
una certa inibizione della colinesterasi del siero di cavallo in vitro, vari 
autori hanno cominciato a studiare più estesamente l'effetto dei triarilfo
sfati e in particolare del TOCP sulle divene colinesterasi, non solo in vitro, 
ma anche in vivo. Risultò allora che, mentre in vitro il TOCP (con buon 
grado di purezza) era inattivo sulla AChE degli eritrociti umani e pratica
mente anche sulla butirril-colinesterasi (BuChE} del pla.sma umano e di 
pollo [98, 111], in vivo l'effetto inihitorio era nettissimo sulla BuChE pla
smatica del pollo [98, 112], e presente, seppure in grado assai minore, anche 
sulla BuChE e AChE del loro SNC [98, 112]. La ragione di questa discre
panza divenne chiara quando fu dimostrato [113, 114] che non il TOCP 
in sé, ma un suo metaholita era attivo come inihitore delle colinesterasi 
(v. più avanti). I livelli di BuChE sierica negli animali trattati ritornano 
alla norma in una diecina di giorni [112, 115]. 

Nell'uomo le determinazioni della BuChE plasmatica e della AChE 
eritrocitaria sono state eseguite in diversi casi di sicura intossicazione da 
TCP, registrando valori che talvolta sono stati giudicati inferiori al normale 
(ad es. del 20-25 %), senza tuttavia una convincente dimostrazione della 
signifi.catività delle differenze fra le medie [87, 116] (vedasi anche pag. 290 
per una discussione su questo punto). V ora e Coli. [88] hanno studiato il 
comportamento di questi due enzimi su nove pazienti ricoverati durante 
l'episodio di intossicazione collettiva avvenuto a Bomhay nel 1960, la causa 
del quale era stata rintracciata nella contaminazione con TCP di un olio di 
senape per alimentazione e per massaggi. La BuChE plasmatica risultò 
aumentata per la durata di alcune settimane a partire da un mese dopo il 
ricovero, la AChE eritrocitaria risultò invece diminuita di circa il SO% in 
occasione delle prime determinazioni dopo il ricovero; dopo circa tre mesi 
tutti e due questi parametri erano tornati nei limiti della normalità. (*) 

Quanto a studi di cancerogenesi, mutagenesi e teratogenesi, non risulta che 
ne siano stati intrapresi per il TOCP o per gli altri isomeri del tricresilfosfato. 

2.4. -' Metabolismo e meccanismo d'azione neurowssica tki triarilfosfati 

L 'allargamento di questo capitolo all'intera categoria dei triarilfosfati 
è giustificato da due motivi: a) altri triarilfosfati oltre ai tricresilfosfati pos
sono far parte delle impurezze presenti nel TCP commerciale (e di alcuni di 
questi è stata dimostrata la capacità di provocare neuropatia ritardata [77]); 
b) altri triarilfosfati oltre a quelli presenti nel TCP commerciale possono essere 

(•) V. nota a pag. 310. Informazioni rigu.atd~ti indwione mperimentale di enzimi 
microsomiali epatici da parte di TCP sono reperibili alla referenza [228]. 

AM. Ili.. St<pn. SaAUd (HI79) 15, 2.73--32' 
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impiegati come plastifìcanti o comunque come componenti di collanti (v. ad 
esempio il caso citato da Buscaino e Coll. [58]). 

Non è nota l'intera sequenza metabolica del TCP e dei triarilfosfati in 
generale, tuttavia sono noti alcuni passaggi, che toccano da vicino il mec• 
canismo dell'azione tossica di questi composti. Una spinta a indagare su 
queste trasformazioni metaboliche venne dalla osservazione sopra riferita 
della discrepanza fra effetto anticolinesterasico in vivo e in vitro e dalla sua 
spiegazione in tennini di attivazione metabolica. Esperimenti volti a parago
nare la capacità dei vari triarilfosfati, da una parte di inibire le colinesterasi 
e le esterasi totali in vivo, e dall'altra di provocare neuropatia ritardata, 
mostrò che non vi era alcun parallelismo fra i due fenomeni[98, 117]. Tale 
parallelismo era attivamente ricercato perché esso avrebbe potuto rappre
sentare una chiave per prevedere la capacità di un trialrilfosfato di provocare 
neuropatia ritardata. Per molto tempo i tentativi in questo senso rimasero 
infntttuosi, e solo recentemente Johnson, sulla base di precedenti ricerche 
in collaborazione con Aldridge e altri [118], è riuscito ad identificare alcune 
di queste regole previsionali [99, 119-121]. 

Egli è partito dall'ipotesi che, fra le tante esterasi inibite, ve ne sia una 
in particolare connessa con la neurotossicità («esterasi neurotossica») [118]; 
perché si produca la neurotossicità occorre non solo che questa esterasi sia 
inibita, ma anche che dopo l'inibizione essa vada incontro a una reazione 
secondaria. Messo a punto un particolare test biochimico in vivo e in vitro 
per la misura dell'attività della« esterasi neurotossica », Johnson ha proce
duto a saggiare se vi sia corrispondenza fra i composti che la inibiscono e 
que~li che provocano la neuropatia ritardata. Avendo saggiato alcune cen
tinaia di composti organofosforici, egli ha potuto concludere che la corrispon
denza era perfetta, salvo alcune eccezioni che in seguito si sono rivelate sol
tanto apparenti [99], ed ha inoltre potuto ricavare una serie di regole che 
sono qui sotto riportate per quel che riguarda i triarilfosfati. Nessuno di 
questi composti inibisce la « esterasi neurotossica » in vitro: tutti quelli che 
provocano neurotossicità ritardata la inibiscono solo in seguito ad attiva
zione metabolica, cioè solo se somministrati in vivo. Il processo di attivazione 
per i composti orto è quello che Casida e Coli. [114) già nel 1961 avevano di
mostrato per il TOCP. Essi infatti, somministrando TOCP marcato, avevano 
identificato il principale metabollta neurotossico (nel senso della neuropatia 
ritardata) che si forma in vivo nel ratto; si tratta del 2-metil-saligeninfo· 
sfato, che risulta dalla perdita di un radicale fenilico sostituito e la eiclizza
zione del rimanente. Di questo composto bastavano 8 mgfkg per provocare 
nel pollo paralisi della stessa gravità di quelle prodotte da 500 mgfkg di 
TOCP, Anche per i composti para il processo di attivazione è stato 
chiarito [122]. ll prestarsi o meno delle molecole al processo di attivazione 
spiega in parte le differenze di tossicità (v. Tab. 5) . 

• tm .. lot. Supor. S~niM (1979) 15, 273-:12~ 
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TABEL!Jo. 5 

Triarilfosfati positivi al test di Johnson per la neurotossicltà ritardata [99] 
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Per gli esteri aventi uno o più anelli fenolici con sostituenti in posizione 
orto le regole sono le seguenti: l) quando il gruppo alchilico in orto ha 
a1meno un atomo di idrogeno sul l o atomo di carbonio, si possono ottenere 
saligenine; queste sono fortemente neurotossiche, quindi basta che se ne formi 
una piccola quantità perché l'estere di origine sia da considerarsi neurotos
sico; 2) ulteriori sostituzioni nell'anello contenente il sostituente ol'UI ridu
cono mareatamente la neurotossicità, ma ulteriori sostituzioni negli a1tri 
anelli la riducono di poco; 3) la neurotossicità è più alta negli isomeri aventi 
un solo sostituente Ol'UI in confronto con i tri-oreo sostituiti (come il TOCP); 
4) la neurotossicità decresce con l'aumento della lunghezza della catena del 
sostituente e con l'aumento delle sue ramificazioni. Per gli esteri senza ortfJ
sostituenti: l) una catena sostituente in posizione para deve avere almeno 
2 atomi di idrogeno sul primo atomo di carbonio per poter produrre un me
taholita neurotossico; 2) sostituenti in posizione meta non danno metaboliti 
neurotossici. Abbiamo qui riportato le regole elaborate da Johnson (recen
temente confermate anche da Johannsen e Coli. [123], perché questo dovrebbe 
permettere di prevedere le proprietà neurotossiche di triarilfosfati, diversi 
dal TCP, che dovessero venir propoeti come plaetifìcanti; un esempio è stato 
del resto già segnalato [58]. Per brevità non vengono invece riportati la 
spiegazione del test biochimico di Johnson, che è stato dall'autore recente
mente semplificato [125], la sua teoria dell'invecchiamento della « esterasi 
neurotossica », ]a sua ipotesi sulla funzione fisiologica della stessa (per 
queeto vedansi le citate rassegne di questo autore (99, 119-121] e altri 
recentissimi contributi su questi temi [124, 225-227 (•)]. Pur risultando il 
fenomeno studiato da Jobnson (l'inibizione di una particolare esterasi) un 
indice assai ben correlato con la capacità degli esteri fosforici di provocare 
neurotoseicità ritardata, non vi sono prove che esso costituisca il mecca
nismo patogenetico di tale lesione. 

2.5. - Controlli sull'ambiente di lavoro e sui lavoratori esposti; normativa 

Fra i metodi proposti per evidenziare nei vari materiali i triarilfosfati 
usati come plastificanti, i più attendibili, più rapidi e meno indaginoei sono 
oggi quelli gas-cromatografici [126, 127]. t stato anche proposto un metodo 
fondato su una supposta notevole attività inihitrice del TOCP (estratto da col
lanti o da pellami) sulla colinesterasi del siero umano in vitro [128]. Come già 
riferito a pag. 286, tale attività è stata dimostrata minima o nulla da vari autori 
[98, 111] per TOCP con buon grado di purezza. Il lavoro citato non indica il 
grado di purezza del TOCP impiegato, e comunque rileva e:ffetti inibitori solo 
alla concentrazione (altissima per un ("Omposto organofosforico) dello 0,1 o/o. 

(•) V. nota a pag. 310. 

A,...,J.q su,.... S<1..u.l (1970) ti, 278-31>.f 
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V a assolutamente evitato il contatto cutaneo con materiali che possano 
cedere TCP, anche eventualmente con l'intermediario di solventi. Ove questi 
materiali si debbano impiegare, occorre far uso di guanti e osservare una 
scrupolosa igiene personale; ei.ò comporta la disponibilità di servizi adeguati. 

Il TCP rientra fra le sostanze che sono considerate potenziali cause di 
malattie professionali (voce 3, « fosforo e composti », della tabella allegata 
al decreto 482 del 9 giugno 1975). Quanto alle prescritte visite preventive e 
periodiche, esse dovrebbero mirare soprattutto alla individuazione di sin
tomi soggettivi anche lievi del tipo di quelli indicati nell'introduzione, che 
possono essere di gran valore nel porre una diagnosi precoce e prendere 
quindi provvedimenti ambientali o di protezione individuale. 

Altre analisi da prendere in considerazione sono l'esame elettrodiagno
stico (v. capitolo sugli alcani) e la misura dell'attività della BuChE plasma
tica e della AChE eritrocitaria. Come si è già accennato sopra, i vari triaril
fosfati non sono di per sé inibitori delle eolinesterasi, ma un composto attivo 
in questo senso si forma metabolicamente da alcuni di essi ed è stato messo 
in evidenza in vivo [114]. Dei nnmerosissimi casi di intossicazione umana 
da TCP, solo alcuni sono stati studiati da questo punto di vista e solo rara
mente si è potuto mettere in evidenza un consistente abbassamento della 
attività di questi enzimi (vedasi ad esempio [88]). Probabilmente, quando 
questi casi vengono alla osservazione clinica, il periodo di inibizione delle 
colinesterasi è già trascorso. Quanto ai metodi consigliabili per la determina
zione della AChE eritrocitaria e della BuChE plasmatica, in alternativa ad 
altri metodi più indaginosi, vedasi Bellino e Coll. (129]. Occorre considerare 
che l'ampia variabilità individuale, nella specie umana, dei livelli ematici 
di questi due enzimi fa sì che solo spostamenti notevoli dalla norma possano 
essere significativamente messi in rilievo; a questo scopo è anche necessaria 
una scelta accurata del campione di controllo, nel senso di una sua omoge
neità con il campione in esame. Da notare inoltre che anche in episodi di 
polineuropatia chiaramente imputabili ad esano è stato notato un certo 
abbassamento dei livelli dì BuChE plasmatica o di AChE eritroci
taria (177, 183]. Data questa situazione, non meraviglia che la determina
zione di queste attività enzimatiche nei casi di polineuropatia dei calzaturieri 
(trovate talvolta abbassate [26, 52, 66] talvolta invece nei limiti della nor
malità [27, 44, 50]) non abbia certo contribuito a chiarirne l'etiologia, ma sia 
stata piuttosto fonte di confuaione. Quanto alla proposta di Caudarella 
e Coll. (130] di eseguire la biopsia epatica nei casi di polinenropatia da so
spetta esposizione al TOCP, essa non appare in alcun modo giustificata dalla 
documentazione fornita dagli autori: il quadro istologico descritto nelle sei 
operaie esaminate (•) non presenta caratteristiche di specificità; inoltre, 

(•) V. nota lllla pag. 281. 

A1111. Illt. sup••· s~nM (1979) n, !13-324 
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non essendo riportati dati ambientali né valori quantitativi sulla composi
zione dei materiali impiegati, non è chiaro a quale agente eziologico sia da 
attribuirsi la polineuropatia riscontrata. 

Quanto alle normative sulle massime concentrazioni ammissibili nel
l'aria degli ambienti di lavoro, negli USA viene preso in considerazione il 
TOCP, con TLV («tbreshold limit value » o valore limite ponderato} di 
0,1 mgfm1 e possibilità di escursioni per brevi periodi (TLV-STEL) fino 
a 0,3 mg/m'; in URSS viene preso in considerazione separatamente il TCP 
con più o con meno del 3 % di gruppi o-cresilici: nel primo caso il MAC 
(massimo da non superare in nessun momento) è dì 0,1 mgfm3, nel secondo 
è di 0,5 mgfm5• 

Gli autori di questa rassegna ritengono che le normative che prescri
vono, nel TCP conullerciale impiegato nell'industria, un contenuto in 'l'OCP 
inferiore al 3% siano superate da quando è stato dimostrato che altri possi
bili componenti del TCP commerciale sono altrettanto o ancor più tossici 
del TOCP (v, pag. 283 e Tab. 5). Data la pericolosità di questa miscela 
di sostanze, dovuta anche alla facile penetrazione per via cutanea dei com
posti neurotossici in essa contenuti, sembra invece da prendere in conside
razione l 'opportunità di escludere il TCP dall'uso nell'industria calzaturiera, 
anche in considerazione della possibilità di sostituirlo con altri plastificanti 
e lubrificanti. 

3. -IDROCARBURI ALIFATICI CS- C7 

3.1. - TerminoWgia; caratteristiche chimico-fisiche 

Verrà qui passata in raSsegna la letteratura scientifica riguardante la 
tossicologia di quegli idrocarburi alifatici dei quali si ha notizia (vedansi ad 
esempio le referenze [22, 24, 25, 126] come componenti dei solventi dei col
lanti usa~i nell'industria calzaturiera italiana, e cioè: n-pentano, n--esano, 
n-eptano e loro isomeri a catena ramificata o aliciclici (in particolare iso• 
pentano, ciclopentano, 2-metilpentano, 3-metilpentano, cicloesano, metil
ciclopentano). Si tratta di un gruppo di alcani e cieloalcani a 5--7 atomi di 
carbonio, che distillano nell'intervallo fra 40 e 90 oC. Queste miscele dì idro
carburi a basso punto di ebollizione hanno una composizione diversa a se
conda del procedimento con cui vengono ottenute dal petrolio ( « cracking» 
catalitico, termico, « reforming » catalitico ecc.); i singoli componenti, in 
forma più o meno purificata a seconda delle esigenze, vengono poi ottenuti 
mediante distillazione frazionata. Con il termine «esano » ci si riferisce di 
solito all'esano commerciale, cioè a una millcela di isomeri a 6 atomi di car
bonio che bolle fra 60 e 70 OC; analogamente con i termini « pentano » ed 
« eptano » si intende il complesso degli iso meri (questa terminologia è adot-

An~. Iot. S«p6r. Sanità {U79) U, 27S-3":U 
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tata nella presente rasaegna); invece come« esano tecnico» può venire indi
cata una miscela nella cui composizione entrano anche alcani con 5 e 7 atomi 
di carbonio. 

A temperatura ambiente si tratta di liquidi infiammabili, che a deter
minate concentrazioni (v. Tab. 6) formano con l'aria miscele esplodenti. I 
composti puri sono incolori, con leggero odore di petrolio. Sono molto vola
tili (in misura decrescente da CS a C7), come risulta dalla Tab. 6, che riporta 
anche altre caratteristiche fisico---chimiche. Sono tutti solubili nei comuni 
solventi organici; quanto alla soluhilità in acqua, indicata di solito nei ma
nuali come« praticamente » nulla, Lazarew [131} trova per l'esano 0,003 e 
per il cicloesano 0,015 % in volume a 20--23 oc. 

3.2. - Vie di introduzione e successivo desrino nell'organismo; 
interazione con altre sostanze 

Le vie di introduzione che hanno rilevanza dal punto di vista della espo• 
sizione professionale sono la via inalatoria e la via cutanea. Ambedue i mec
canismi di assunzione sono strettamente legati alle caratteristiche chimico
fisiche dei composti (volatilità, aoluhilità) delle quali si è detto sopra. Quanto 
alla via respiratoria, esperimenti sulla ritenzione polmonare dell'esano sono 
stati condotti su volontari umani da vari autori (per la definizione di questo 
parametro v. [132]). Per l'n-esano Nomiyama e Nomiyama [133] indicano 
all'equilibrio un valore del 5,6%, Brugnone e CoD. [134] del 15%; autori 
tedeschi [135] indicano invece per l" esano il 34%. Quest'ultimo valore, più 
alto dei precedenti, si spiega probabilmente, oltre che con la presenza dei 
vari isomeri, con il tempo molto più breve che intercorre fra l'inizio dell'espo
sizione e la raccolta dei campioni di aria espirata. Questi ultimi autori for
niscono il corrispondente dato anche per il pentano (30%) e per 
l'eptano (25%). 

:t noto che per i gas e i vapori la ritenzione per via respiratoria è cor
relata al eoefficiente di ripartizione ariajacqua [132]. La soluhilità in acqua 
estremamente bassa degli alcani C5-C7 spiega come mai essi presentino una 
ritenzione polmonare assai minore rispetto ad altri solventi organici (ad 
esempio il benzene, che ha un coefficiente di ripartizione aria/acqua di 0,1 
e una ritenzione polmonare del50--75% [132]). 

L'assorbimento cutaneo è invece favorito da un coefficiente di distri
buzione fra grassi e acqua non troppo elevato [132], quindi esso non dovrebbe 
essere molto alto nel caso di questi composti. Nomiyama e Nomiyama [136] 
hanno fatto immergere a volontari le mani fino al polso in n-esano (a195%) 
per un minuto; a intervalli di tempo dopo l'esposizione non hanno tuttavia 
potuto ritrovare n-esano nell'aria espirata, nel sangue e nelle urine (il limite 
analitico del loro metodo era di l ppm per l'aria e di 3,5 ppm per il sangue). 

A""· Itt. su,_. sa .. ità (1979) u, 273---32~ 
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Quanto alla distribuzione di questi solventi una volta penetrati nel
l'organismo, e al loro eventuale accumulo nei diversi tessuti, non si hanno 
dati per l'uomo, ma sono disponibili dati ottenuti sperimentalmente su 
animali. Bohlen e Coll. [137] hanno trattato ratti con alte concentrazioni 
di esano (circa 50.000 ppm) per esposizioni di 2-10 ore. Si è poi determinata 
la concentrazione di esano in sangue, fegato, cervello, surreni, reni, milza 
con metodo gas-cromatografico, arrivando alla conclusione che ogni tes
suto ha un valore specifico di saturazione, raggiunto dopo 4-5 o~ di espo· 
sizione, che è direttamente proporzionale alla quantità di lipidi contenuta 
nel tessuto stesso. Questo valore, espresso in funzione del contenuto in li
pidi, è uguale a 4 mg di esano per g di lipidi. Due eccezioni sono rappresentate 
dal fegato e dal sangue. Infatti la concentrazione di solvente nel fegato con
tinua ad aumentare ancora dopo 10 ore di esposizione, parallelamente ad 
un aumento del contenuto in lipidi del fegato dovuto ad accumulo di trigli
ceridi indotto dal solvente stesso. Invece il sangue, pur raggiungendo la 
saturazione neilo stesso tempo degli altri tessuti, tuttavia presenta un valore 
specifico di saturazione molto maggiore, pari a 25 mgfg lipidi. Ciò sarebbe 
dovuto alla capacità delle proteine plasmatiche, in particolare le albumine 
(come dimostrato anche da studi in vitro [138]) di legare notevoli quantità 
di alcani. 

Per quanto riguarda il metabolismo, gli idrocarburi alifatici vengono 
ossidati nel fegato di diverse specie (ratto, topo, coniglio, cavia ed altre) 
dal sistema monossigenasico microsomiale formato dal citocromo P 450 e da 
una riduttasi NADPH dipendente (139~144]. L'attività, che è quasi la stessa 
per tutti i substrati, porta alla formazione di alcoli isomeri [141, 142]. Espe
rimenti di induzione e di inibizione [140, 143-145] hanno evidenziato che 
esistono più tipi di citocromo P 450 responsabili delle diverse forme di idros
sil.azione. 

Frommer e Coli. [143] hanno dimostrato in vitro che, normalmente, i 
prodotti di idrossilazione dell'n-eptano sono tutti gli alcoli isomeri con 
prevalenza del 2-eptanolo. Il pretrattamento con fenoharbital fa aumentare 
quattro volte la formazione di 2-eptanolo, 3-eptanolo e 4-eptanolo, ma 
influisce poco sulla formazione di 1-eptanolo, mentre il pretrattamcnto 
con 3,4-benzopirene provoca la formazione di un diverso spettro di isomeri. 
Inoltre certi inibitori influiscono in modo dllferente sulla idrossilazione in 
posizione oo ed c.::~I. Risultati simili sono stati ottenuti da Krimer e Coll. 
[144] anche per quanto riguarda l'idrossilazione dell'n-esano; si è visto 
infatti che il pretrattamento con fenobarbital fa aumentare l'idrossilazione 
in posizione oo-1, mentre il 3,4 benzopirene quella in posizione 3. Un altro 
esperimento [145] ha infine dimostrato che nell'idrossilazione degli idro-
carburi alifatici, e in particolare deii'n~esano, sono implicate tre forme di i 
citocromo P 450 • Una, che viene indotta dal fenobarbital, catalizza l'idros- / 

.4,.,., I .t. Snprr. s .. nit<i (1979) 15, 278-SU 
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silazione in oo-1, un'altra, sensibile al 7,8-benzoftavone, è responsabile del
l'idrossilazione in posizione 3, la terza, insensibile all'azione degli stessi ini
bitori ed induttori, catalizza l'w--idrossilazione. 

In un recente esperimento, condotto da un gruppo di ricercatori del
l'Università dell'Ohio [153], il 2-esanolo è stato trovato nelle urine di cavie 
dopo la somm.inistrazione intraperitoneale di n-esano. Poiché, come già 
dimostrato dallo stesso gruppo [146], anche il metil-n-butilchetone (MnBK) 
dà luogo alla formazione di 2-esanolo, oltre che di 2,5-esandione, viene 
avanzata l'ipotesi che la neurotossicità di questi due solventi sia dovuta 
al formarsi nell'organismo dello stesso metabolita. Questa ipotesi viene 
confermata dagli esperimenti seguenti. 

L'intera sequenza metabolica dell'MnBK è stata ricostruita nella cavia 
da Di Vincenzo e Coli. [147]. Dopo trattamento intraperitoneale con questo 
composto sono stati ritrovati nel siero i seguenti metaholiti: 5-idrossi-2-
esanone, 2,5-esandiolo, 2,5-esandione, 2-esanolo, MnBK. l risultati fanno 
pensare che l'MnBK possa essere metaholizzato attraverso due vie: la prima 
che comporta la riduzione del gruppo carbonilico con formazione di 2-esanolo, 
l'altra che consiste nella formazione di 5-idroui-2-esanone per idrossila
zione nella posizione w-l. 115-idrossi-2-esanone a sua volta può essere ulte
riormente ossidato a 2,5-esandione o ridotto a 2,5-esandiolo. Nella stessa 
serie di esperimenti il 5-idrossi-2-esanone e il 2,5-esandione sono stati 
ritrovati nel siero di cavia anche dopo trattamento intraperitoneale con 
n-esano. 

Poiché è stata provata sperimentalmente la neurotossicità del 2,5-esan
dione [148], si deve concludere che tutti questi metaboliti sono potenzial
mente neurotossici essendo in grado di formare il 2,5-esandione. Con il 2-
esanolo infatti è stata riprodotta sperimentalmente la tipica neuropatia 
[149} già indotta da n-esano [150], MnBK [16, 151] e 2,5-esandione [148]. 

In un successivo studio di Di Vincenzo e Coli. (152] è stato ulteriormente 
chiarito il metabolismo dell'MnBK. La somministrazione orale di 200 mgjkg 
di MnBK marcato a ratti è stata seguita dall'escrezione di radioattività 
nell'aria espirata (pari al 44% della dose somministrata), nelle urine (pari 
al 39,9%) e nelle feci (minore dell'1,5%)· La radioattività nell'aria espirata 
è risultata esser dovuta all'escrezione di MnBK e di C02• Nelle urine sono 
stati individuati come responsabili della radioattività i seguenti metaboliti: 
2-esanolo (22% della radioattività totale delle urine), 5-idrossi-2-esanone 
(21 %), 2,5-esandione (14%), 2,5--dimetilfurano (6%), y-valerolattone 
(5%), aminoacidi (IO% di cui il 5% dovuto alla norleucina o acido 2-am• 
minoesanoico e il rimanente 5 % ad un aminoacido non identificato), urea 
(4%). La formazione di C02 può essere spiegata con l'o:-ossidazione del
l'MnBK (v. Fig. l) ad acido 2-chetoesanoico; attraverso la decarbossila
zione si otterrebbe poi l'acido pentanoico che potrebbe entrare nel meta-

"""· l•t. Supfr. Sanu.t {19711) U, 273-32' 
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holismo intermedio. Dall'acido 2-chetoesanoico si può ipotizzare anche 
la formazione di aminoacidi (norleucina o acido 2-aminoesanoico) per tran~ 
saminazione. 

Il 2-esanolo, il 5-idrossi-2-esanone, il 2,5--esandione erano già stati 
ritrovati nelle urine di anima1i trattati con MnBK, come prodotti di ridu
-zione del gruppo carbonilico e di c..>-l ossidazione [146, 147]. Anche la forma
zione dei nuovi metaboliti individuati (2,5-dimetilfurano, y-valerolattone 
ed urea) si può ricondurre all'w-l ossidazione. Infatti dal 5-idrossi-2-esa
none, per enolizzazione e successiva ciclizzazione, si potrebbe arrivare a 2,5-
dimetil-2,3-diidrofurano e, da questo, per ossidazione, a 2,5--dimetilfurano. 
Ancora, per o:--ossidazione del 5--idrossi-2--esanone, si avrebbe la formazione 
di acido 2-cheto-5-idrossiesanoico dal quale, per decarbossilazione ed ossi· 
dazione, si ottiene l'acido 4--idrossipentanoico e, per successiva lattoniz
zazione, il y-valerolattone. L'urea marcata che si ritrova nelle urine, può 
derivare dalla co2 prodotta per decarbossilazione dell'acido 2--eheto-5-idros· 
siesanoico. L'aumento di co2 marcata in seguito a pretrattamento con 
SKF-525A e la contemporanea diminuzione di radioattività nelle urine, 
indica che la C'.ù-l ossidazione è mediata dalle ossidasi microsomiali a fun
zione mista (sistema suscettibile di inibizione da SKF). Gli autori [152] 
rilevano che le stesse vie metaboliche possono essere ipotizzate anche per 
l'n-esano. 

La prova definitiva della interconvertihilità del metabolismo dell'n-esano 
e dell'MnBK è stata fornita da esperimenti in vitro eseguiti dal gruppo del
l'Ohio [153] nell978. Da un omogenato di fegato di cavia si separa il super
natante ottenuto a 9.000 x g e, per ulteriore centrifugazione di questo a 
100.000 x g, la frazione microsomiale e il citosol. Queste frazioni vengono 
incuhate, nelle opportune condizioni, con MnBK e si ritrovano i seguenti 
metaboliti: nel supernatante ottenuto a 9.000 x g il 2-esanolo e il2,5-esan
dione, nel citosol il 2-esanolo e nella frazione microsomiale il 2,5-esandione. 
lncuhando invece n-esano con le stesse frazioni si ottengono 2--esanolo, 
MnBK e 2,5-esandione sempre nella frazione microsomiale e in quella a 
9.000 x g, mentre il citosol risulta inattivo. Si può perciò concludere che 
l'idrossilazione dell'n--esano a 2--esanolo, la sua ossidazione a MnBK e suc-
cessivamente a 2,5--esandione, come pure l'ossidazione dell'MnBK a 2,5- ~i 

esandione, avvengono nella frazione microsomiale, mentre la riduzione del· , \ 
l'MnBK a 2--esanolo avviene nel citosol. 

Infine, molto recentemente, Perbellini e Coli. [154] hanno identificato 
il 3--esanolo nelle urine di ratti trattati con n-esano. Questo dato conferma 
precedenti esperimenti in vitro da cui risultava che l'n-esano può essere 
idrossilato da parte delle ossidasi microsomiali in tutte le posizioni [145]. 
Gli studi fin qui presentati, relativi al metabolismo negli animali da espe· 
rimento dell'MnBK e dell'n-esano, vengono riassunti nello schema in Fig. l. 

.!nn. /Il. SUP"f. SOl,.ltà (1979) Il, 273-324. 
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n-e~ano 1-esanolo ----t- 1-eunale ----+ acido esanoieo 

~ 2-etanolo --+ 2,5-esandiolo 

~-ouidar:ione de

gli acidi grani 

/ &~~······· 
metil-n- 5-idroe•i-~do 2-eheto-5- acido 4--idrossi- y-valero· 
-butilehetone ~ -2-e•andione ......., -idrouiesanoieo ......., -pentanoieo -.... -lattone 

2•5-dimetil-2•3- -.... 2,5-dimetilfurano 
-diidrofW'ano 

-1-e•anolo ..-... 2-cbetoe•anoico 
gli acidi graui 

n-leucina 

Fig. l. - Schema rìaBBUDtivo del metaholiemo dell'n-esano e dell'MnBK. 

Poiché, tra i metaboliti dell'n-esano e dell'MnBK, il 2-esanolo ed il 
2,5-esandione si sono dimostrati in grado di riprodurre la polìneuropatia, 
si possono fare due considerazioni: l) la neurotossicità dei due solventi deve 
essere attribuita alla formazione di questi metaboliti comuni; 2) l'w-l ossi~ 
dazione, che produce il 2-esanolo dall'n-esano e il 5-idrossi-2-esanone 
dall'MnBK, deve essere considerato meccanismo di attivazione metabolica 
nel senso della neurotossicità, mentre l'w-ossidazione dell'n-esano e 
l'o:-ossidazione dell'MnBK potrebbero considerarsi meccanismi di detossìfi· 
ca?Jione in quanto i loro prodotti conftuiscono nel metabolismo energetico 
[152]. 

Riguardo al metabolismo dell'n-esano e dell'MnBK nell'uomo, sono 
disponibili alcuni dati. In uno studio su volontari, esposti sperimentalmente 
per via respiratoria a 100 ppm di MnBK, Di Vincenzo e Coll. [155] hanno 
ritrovato 2,5-esandione nel siero, mentre la ricerca dei metaboliti urinari 
dava risultato negativo. D'altra parte nelle urine di operai calzaturieri 
esposti a collanti contenenti esano, Perbellini e Coli. [158] hanno recente
mente rilevato la presenza di una serie di metaholiti di questo composto: 
il 2-esanolo, il 2,5-esandione e il 2,5-dimetilfurano. 

Un'ampia diffusione nei tessuti dei metabolitì dell'n-esano e dell'MnBK 
può essere ipotizzata, trattandosi dì chetoni ed alcoli idrosolubili. Questo 
è stato confermato nel ratto [152]: in seguito alla somminìstrazione di MnBK 
marcato si è riscontrata radioattività nel fegato, nel rene, nel cuore, nel cer-

..!nn. 111. Su~r. SaJiitd (1979) U, 273-31U 
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vello, nel midollo spinale, nel polmone, nel sangue e nella carcassa. L'atti
vità maggiore è stata riscontrata nel fegato e nel sangue. 

La persistenza nel siero dei metaholiti dell'MnBK (e quindi anche del
l'n-esano) è stata studiata nella cavia da Di Vincenzo e Coli. {147]; i valori 
riportati per i tempi di clearance sono i seguenti: 6 ore per l'MnBK, 6 per il 
2-esanolo, 8 per il 5-idrossi-2-esanone, 16 per il 2,5-esandione, 8 per il 
2,5-esandiolo. Come si vede, il 2,5--esandione è il metabolita più persistente 
nel siero. Questi metaboliti si ritrovano nelle urine in parte liberi, in parte 
come glucuronati o solfati. 

Quanto a possibili effetti di alcani C5-C7 sul metabolismo di altre so
stanze, è stato dimostrato che l'aggiunta di piccole quantità di n-pentano, 
n-esano o n-eptano a preparazioni di microsomi di fegato di ratto in vitro, 
provoca una attivazione dei sistemi enzimatici che portano alla coniugazione 
di xenobiotici con acido glucuronico, parallelamente a una liberazione di 
fosfolipidi dalle membrane microsomiali; a concentrazioni più basse vi è 
anche una attivazione dei sistemi ossidativi [161]. 

Per quanto riguarda la distribuzione dell'organismo, una forte dose 
unica di n-esano è stata iniettata nel peritoneo di cavie, seguendo poi 
l'andamento della sua concentrazione nel sangue [153]. Il picco massimo 
è stato raggiunto al 30° minuto; il tempo di dimezzamento è risultato di 36 
minuti. 

Le conoscenze sul metabolismo dell'n-esano qui passate in rassegna, 
gettano luce su un altro aspetto, di grande importanza pratica, che riguarda 
l'interazione dell'n-esano con altre sostanze capaci di interferire con questi 
processi metabolici. Ad esempio il pretrattamento di animali con fenobar
bital, oltre agli effetti già citati sul metabolismo dell'n-esano in vitro (144, 
145], provoca in vioo una più rapida formazione ed eliminazione dei suoi 
metaboliti [153]. Di maggior rilievo dal punto di vista della esposizione pro
fessionale è l'interazione con altri solventi, in particolare con il metiletil
chetone (MEK), che di per sé non è neurotossico [157, 159], ma che è noto 
potenziare l'effetto dell'MnBK [146, 157]; il meccanismo di questo effetto 
sinergico è legato alla induzione di enzimi microsomiali epatici da parte 
del MEK [153 ,156]. Anche per l'n-esano è stato dimostrato un sinergismo 
~on il MEK, sia a livello sperimentale [159], che epidemiologico [160], né 
ciò può sorprendere, poiché, come abbiamo visto, la formazione di MnBK 
rappresenta un passo nel metabolismo dell'n-esano. Da notare che il MEK 
è presente nella composizione in solventi di alcuni collanti [69, 70]. 

Nell'ambiente di lavoro calzaturiero, un potenziamento dell'effetto 
dell'n-esano dovuto a fenomeni di sinergismo potrebbe aversi, oltre che 
con il MEK, anche con altre sostanze aventi proprietà di induttori enzimatici 
a livello dei sistemi mierosomiali epatici: altri composti volatili eventual
mente presenti nei solventi dei collanti ovvero farmaci. 

Aout. l•t. Supor. Sdni!<l (1979) 15, 273-321 
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3.3. - Tossicità 

Per molti anni gli alcani C 5-7 sono stati considerati composti relati
vamento poco tossici, pericolosi principalmente come infiammabili ed esplo
denti. Patty e Y an t [162], con esperimenti su volontari umani eseguiti impie
gando prodotti commerciali, avevano infatti mostrato che esposizioni a con
centrazioni di pentano nell'aria fino a 5.000 ppm per 10 minuti non provo
cavano sintomi acuti di intossicazione; lo stesso valeva per l'esano fino a 
2.000 ppm, mentre l'esposizione a 5.000 ppm di esano per lO minuti provo
cava vertigini. L'eptano provocava leggere vertigini dopo 6 minuti già a 
1.000 ppm, mentre a 4 minuti dall'inizio della esposizione a 5.000 ppm ai 
avevano ilarità e vertigini a un grado tale da provocare leggera incoordina· 
zione; a 7 minuti si aveva incoordinazione più marcata, Per le loro proprietà 
narcotiche tutti e tre gli alcani qui considerati sono stati proposti per l'uso 
in anestesia [164] ma questa ipotesi è stata ben presto abbandonata per i 
loro effetti collaterali indesiderati (irritazione respiratoria e inibizione di 
centri nervosi). Risultati analoghi sono stati ottenuti con esperimenti su 
animali. Henderson e Smith [163] hanno osservato che per produrre anestesia 
nel ratto occorreva una concentrazione di esano nell'aria di circa 70.000 ppm, 
ma a queste concentrazioni alcuni animali andavano incontro ad arresto 
respiratorio, Diversi ricercatori [131, 164, 165] hanno studiato gli eft"etti 
acuti degli alcani C 5-7 su topi, osservando dopo quanti minuti e a quali 
concentrazioni gli animali giacevano sul fianco, perdevano i riflessi e mori
vano [164, 131], ovvero registrando i movimenti respiratori durante e dopo 
un determinato periodo di esposizione [165]. Questi esperimenti si muovono 
in una gamma di concentrazioni nell'aria che per il pentano va dalle 130.000 
ppm (morte in 37 minuti [164]) alle 32.000 ppm (anestesia dopo 5 minuti 
[165]), per l'esano dalle 64.000 ppm (morte in 5 minuti [165]) alle 32.000--
36.000 ppm (anestesia profonda dopo 5 minuti [165]; morte dopo 2 ore [131, 
1641} e per l'eptano dalle 64.000 ppm (morte per arresto respiratorio in meno 
di 4 minuti [165]) alle 18.000 ppm (morte in 2 ore [131]). Sia negli esperimenti 
su animali che in quelli sull'uomo e a parità di concentrazione, vi è quindi 
un incremento della gravità dei sintomi andando da CS a C7. Per l'esano 
e il cicloesano è stata determinata da Kimura e CoD. [166] la dose letalf50 
acuta orale in ratti di diverse età: i ratti di 14 giorni sono risultati più sen
sibili (rispettivamente 24 e 8 mg/kg} dei giovani adulti (rispettivamente 
49 e 39 mgjkg). In esperimenti di tossicità acuta su topi [131] si ha prostra
zione con 15.000 ppm di cicloesano e morte con 20.000 ppm. Braier [167] 
trova granulopenia in conigli nei giorni successivi alla iniezione sottocutanea 
di cicloesano (l mlfkg) o di esano (4 nùfkg), e Spagna e Coli. [168] modesta 
anemia normocromica e leucopenia con neutropenia in cavie trattate per 
2 ore al giorno e per 30 giorni per via respiratoria con 42.000 ppm di esano. 



300 

Questi ultimi animali non mostravano alterazioni significative delle transa~ 
minasi sieriche; a un esame istologico di vari organi e tessuti si rilevava 
tuttavia uno stato congestizio diffuso con segni di sofferenza parenchi~ 

male [169]. 
Quanto alle conseguenze locali della esposizione cutanea, essa è stata 

studiata sull'uomo da ricercatori tedeschi nel 1936 [170]: il contatto con gli 
alcani C 5~7 per la durata di un'ora provocava eritema, iperemia, gonfiore, 
dolore urente, che si riduceva solo dopo due ore dalla fine dell'esposizione, 
e pigmentazione. Esposizione per 5 ore provocava formazione di vesciche (•). 
Anche in questo caso la gravità dei sintomi aumentava progressivamente 
da CS a C7. Nei lavori fin qui citati in 3.3., salvo una eccezione [165], gli 
alcani impiegati erano miscele di isomeri. 

Date queste premesse, che indicavano una tossicità degli alcani e ciclo
alcani C 5-7 solo alle alte concentrazioni, non sorprende l'iniziale incredulità 
con cui vennero accolte le notizie che documentavano la tossicità a medio 
termine di concentrazioni assai più basse. 

Le prime osservazioni furono pubblicate nel 1964-65 [15, 171, 172] 
e riguardavano 5 casi di polineuropatia riscontrati fra gli operai di piccoli 
impianti di grafica su lamine di polietilene. Il solvente usato (esano com
merciale, che risultò contenere il 64% di n-esano, il 16% di metilpentani 
e il20% di metilciclopentano) vaporizzava largamente nell'aria dell'ambiente 
di lavoro, realizzando concentrazioni di 1.000-2.500 ppm. In un articolo 
successivo Yamada [173], oltre a passare in rassegna i casi riscontrati nelle 
fabbriche grafiche, casi che nel frattempo erano diventati 6, riferisce su 
un'episodio ancor più significativo per la notevole purezza del solvente 
usato. In una industria farmaceutica le compresse venivano ripulite da un 
leggero rivestimento oleoso immergendole in n--esano (al 95%); i cestelli 
in rete metallica contenenti le compresse venivano immersi nel solvente 
e quindi essiccati all'aria. La concentrazione di n--esano nell'ambiente era 
di 1.000 ppm nelle vicinanze della vasca e di 500 ppm al centro della stanza. 
Undici dei lavoratori addetti si ammalarono. I primi sintomi, notati entro 
un mese dall'inizio della esposizione, erano stanchezza e anoressia, seguiti, 
in uno spazio di tempo che andava da l a 9 mesi, da parestesie alle estremità 
degli arti, e da difficoltà (poi impossibilità) alla deambulazione. Una con
ferma sperimentale alla ipotesi di Yamad.a che l'n--esano possa essere un 
agente causale di polineuropatie venne già nel1967 da ricerche di Miyagachi 
[174] su topi e di Kurita [175] su ratti. Nel primo caso i topi erano trattati 
con esano commerciale (contenente il 65-70% di n--esano) per 24 ore al 
giorno, 6 giorni alla settimana, per un anno, alle concentrazioni di 100, 

(•) V. nota alla pag, 281. 

A1111. Id. St~p~r. StltliM (Ul7il) 15, 27s-tifo 
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250, 500, 1.000 e 2.000 ppm. I topi trattati con 100 ppm non dift'erivano dai 
controlli per alcun parametro rilevabile, ma dalle 250 ppm in su comparvero 
in misura crescente segni di degenerazione delle fibre motrici, rilevahili eon 
metodi elettro&iologici; sopra le 1.000 ppm comparvero anche atrofie mu
scolari. Kurita [175], come da citazione di Yamamura [177], ha messo in 
evidenza alterazioni istopatologiche in nervi periferici e muscoli di ratti 
trattati con n-esano. 

Nell968 Sobue, Yamamura e Coli. [176] riferirono su una vera e propria 
epidemia di polineuropatie, dal quadro clinico quasi perfettamente sovrap• 
ponibile a quello descritto da Yamada, in operai calzaturieri giapponesi; 
come Yamamura fa notare nel successivo lavoro in extenso [177], si tratta 
di una polineuropatia dello stesso tipo descritto per il TOCP, la talidomide, 
il tallio e racrilamide, cio~ della assonopatia distale definita all'inizio di 
questa rassegna. Nel 1967 due casi gravissimi, con quadriplegia, erano stati 
segnalati alla I Clinica Medica della Scuola di Medicina di Nagoya da un 
medico del distretto periferico di Fukaya, una zona dove è molto diffu.8a la 
lavorazione a domicilio di sandali e pantofole in vinilpelle. A seguito di questa 
segnalazione, a cui se ne aggiunsero ben presto anche altre, e di quanto già 
noto in Giappone in base alle esperienze sopra citate, fu deciso di procedere 
a una ricerca epidemiologica in tutto il distretto di Fukaya (3.500 abitanti). 
Le 1.662 persone coinvolte nella produzione furono sottoposte a un questio
nario; delle 296 le cui risposte facevano sospettare una polineuropatia, e che 
vennero quindi sottoposte a visita medica, 93 risultarono affette da questa 
malattia. Tutte e 93 risultarono avere a che fare con l'incollaggio: questo 
avveniva per più di 8 ore al giorno in case scarsamente ventilate, dove i 
vapori dei solventi volatili riempivano le stanze. Il solvente risultò composto 
per il 70 % da n-esano, con una piccola quantità di toluolo. La concentra
zione di n-esano nelle stanze esaminate oscillava fra 500 e 2.500 ppm. Risul· 
tarono da escludere possibili cause di neuropatia da fattori non connessi 
con il lavoro, mentre era evidente la somiglianza con i casi descritti da Ya
mada e Coli. [173] e riferiti all'esano. L'età dei pazienti oscillava fra i 10 e 
i 75 anni con una forte prevalenza femminile; la causa di questa disparità 
venne riconosciuta in una differenza di mansioni. per cui le donne erano più 
frequentemente addette all'incollaggio. I sintomi dei periodi prodromico, 
iniziale, conclamato e della loro successiva evoluzione, non si discostano da 
quelli già descritti nella presente rassegna a proposito dei calzaturieri italiani, 
se non per l'aggiunta, in alcuni casi, di sintomi riferibili a un coinvolgimento 
di nervi cranici. l risultati di uno studio elettromiografico dei 93 pazienti 
sono riferiti con maggior dettaglio da lida e Coli, [178], mentre Inoue e 
Coli. [179], sulla base di una estensione delle indagini ambientali, suggeri
scono che polineuropatie di grado medio e lieve potrebbero essersi sviluppate 
anche con concentrazioni di n-esano inferiori a 500 ppm. 
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Più recentemente in Giappone è stato studiato un episodio di polineu~ 
ropatia fra i lavoratori di una piccola azienda familiare, addetti alla pulitura 
di stoffe con« benzina di petrolio ». Il solvente conteneva fra l'altro anche 
n-esano (il 12,5 %) che raggiungeva presso i posti di lavoro concentrazioni 
di 240 ppm. [180]. 

Come si è detto, l'informazione sulla imponente documentazione giap
ponese qui passata brevemente in rassegna ebbe una certa diffusione in campo 
internazionale solo a distanza di alcuni anni. Ne erano tuttavia a conoscenza 
Herskowitz, lshii e Schaumhurg [181) nell971, quando riferirono a n-esano 
la polineuropatìa da loro osservata in tre operai di una fabbrica di mobili 
del Bronx (New York). Essi lavoravano in una piccola stanza poco ventilata, 
in presenza di un grosso bidone contenente esano; il lavoro consisteva nel~ 
l'immergere stracci nel solvente e con essi ripulire dalle shavature di colla 
armadietti finiti. La concentrazione di n-esano nell'aria risultò essere in 
media di 650 ppm, oon punte di 1.300 ppm. Il quadro clinico corrispondeva 
a quelli riferiti dagli autori giapponesi all'n-esano, e a quelli noti da TOCP 
e da acrilamìde; lo studio al microscopio ottico ed elettronico sui nervi peri~ 
ferici prelevati per biopsia mostrò un quadro molto simile a quello che già 
a quel tempo era stato messo in evidenza sperimentalmente da Prineas [109, 
182] per queste ultime due sostanze. A seguito del lavoro di Herskowitz 
e Coll. [181] negli Stati Uniti si poterono chiarire anche ahri episodi, rimasti 
fino allora incompreuibili ai medici del lavoro, come quello [183] di una 
piccola fabbrica dell'Ohio, dove rotoli di carta, prima di, venir sottoposti 
a un procedimento grafico, venivano trattati, sul retro, con un adesivo. La 
carta veniva spruzzata con l'adesivo sciolto in un solvente, che poi doveva 
essere fatto rapidamente evaporare. Fin dal 1958 alcuni operai mostrarono 
periodicamente i sintomi di una polineuropatia, che poi regrediva. Questi 
sintomi, uniti a un leggero abbassamento dei valori della colinesterasi sie~ 
rica (•), avevano fatto peua:re a una intossicazione da TOCP, ma composti 
di questa categoria non erano stati trovati fra i materiali usati. Finalmente 
fu preso in considerazione l'n-esano, che rappresentava il 76% del solvente 
dell'adesivo, e una analisi ambientale mise in evidenza concentrazioni di 
questa sostanza superiori al TLV-USA dell'epoca (500 ppm). 

In Francia (e, di rimbalzo, in Italia) il1972 sembra essere l'anno in cui 
le ricerche giapponesi e americane vengono recepite [184]; nel 1973 fu 
segnalato il caso di cinque giovani operaie di un laboratorio di cinture della 
regione parigina [185], colpite dalla tipica forma di polineuropatia riferibile 
al TOCP, ma TOCP non venne trovato nei materiali impiegati, compresa 
la colla, il cui solvente, chiamato « benzina C », risultò contenere 1'80 % 

(*)Osservazione analoga era stata fatta da Yamamura [177]. 

An11. I•t. Supor. $1fnit4 (1979) u. !i3-S24 
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di pentano, il 14 % di eptano e il 15 % di esano. Si ha not1z1a da Assouly 
e Cavigneaux {186} di episodi simili fra calzaturieri della regione di Bordeaux 
(v. anche [187]) e di Lione. In questa occasione fu ricordato che già dall960 
erano stati segnalati in Francia episodi di persone colpite da polineuropatie 
in seguito all'uso di stufe catalitiche a idrocarburi, nelle quali una cattiva 
combustione lasciava nell'aria residui incombusti (ad esempio 400 ppm 
calcolati come esano [188]). Tuttavia i citati lavori francesi non contengono 
indicazioni riguardo alle concentrazioni dei vari solventi presenti nell'ambiente 
di lavoro degli operai colpiti. 

Delle parecchie centinaia di casi di polineuropatia descritti tra i cal· 
zaturieri italiani fin dal1957 si è già detto (v. Tab. l) così come della loro 
iniziale attribuzione al TOCP. Quest'ultimo venne anche in diversi casi 
effettivamente trovato presente nei collanti efo nelle finte pelli (v. Tab. 4); 
in moltissimi altri casi invece non vennero trovati né TOCP né altri triaril
fosfati. I primi lavori italiani nei quali si comincia a prendere in considera
zione l'esano (o gli alcani C 5-7) sono del1972 (v. ad esempio [53]). Tuttavia 
già precedentemente l'esano era stato citato fra le sostanze presenti nell'am• 
biente di lavoro di operai colpiti da polineuropatie. 't interessante a questo 
proposito un lavoro di Capellini e Coll. del 1968 [43], nel quale sono citati 
vari materiali con cui et'ano venuti in contatto operai colpiti da polineuro• 
patia, giunti all'osservazione della Clinica del Lavoro di Milano. Essi prove· 
nivano non solo da fabbriche di scarpe e pantofole e di pelletterie, ma anche 
da imprese artigianali di altro tipo (nell'aria delle quali furono costantemente 
trovati idrocarburi alifatici): confezioni di impermeabili, fabbricazione di 
rivestimenti adesivi, rigenerazione di pneumatici per auto. Presso questa 
ultima impresa, che impiegava 15 operai, lavorava un uomo che andò in· 
contro a una forma di polineuropatia gravissima, con esito mortale: egli era 
addetto alla preparazione di un mastice a base di gomma sciolta in esano 
(che veniva poi ridotto in fogli per la preparazione di nn sottostrato) ed alla 
applicazione del sottostrato medesimo. La seconda fabbrica, produttrice 
di« tela » (stoffa, vipla o polietilene) adesiva, appare simile a quella descritta 
dagli autori americani sopra citati [183]. Non è nota la composizione del sol· 
vente dell'adesivo, che veniva spalmato in modo semiautomatico e doveva 
poi rapidamente evaporare, ma solo che gli operai adoperavano stracci im· 
bevuti di esano per pulirsi le mani. Una analisi gas-cromatografica dei sol· 
venti dei collanti impiegati nell'industria calzaturiera nella zona di Vige· 
vano, in un periodo durante il quale le polineuropatie venivano attribuite 
al TOCP [21, 26, 34, 37, 44, 45), accertò che il 100% dei campioni analizzati 
conteneva esano [189]. 

Purtroppo, degli innumerevoli articoli che sono stati pubblicati sulla 
imponente casistica italiana, quasi nessuno riporta la concentrazione dei 
solventi nell'aria degli ambienti dove lavoravano gli operai colpiti dalla 
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malattia, ovvero tali analisi erano compiute solo a distanza di molto tempo 
dalla comparsa dei sintomi. Carapella [65] in una indagine su 19 calzaturifici 
delle Marche (1264 dipendenti) da cui provenivano 32 casi di polineuropatia, 
trovò in corrispondenza dei posti di lavoro concentrazioni di n-esano che 
superavano largamente le 500 ppm (tuttavia non vengono forniti ulteriori 
particolari). De Rosa e Coli. [190] eseguirono una indagine su 20 fabbriche 
del Veneto ne11e quali due anni prima si erano verificate polineuropatie e 
trovarono valori di esano (il complesso degli isomeri) che in 25 posti di lavoro 
su 71 superavano le 100 ppm, in 10 le 280 ppm (tuttavia, visto che non si 
erano verificati nuovi casi, è da presumerai che nel frattemo fossero stati 
apportati dei miglioramenti ambientali). Carnevale e D'Andrea [25] in cal
zaturifici del veronese dagli ambienti ampi e forniti di sistemi di aerazione, 
trovarono, dopo 4 ore dall'inzio del lavoro, 80 ppm di esano nell'aria del 
reparto masticiatura tomaie e 17-18 ppm di esano nell'aria alveolare (cam
pioni di aria espirata); non viene citata la presenza di polineuropatie. 

Numerose invece le analisi della composizione in solventi dei collanti 
uaati (v. pag. 291); alcani C5--C7 e in particolare l'n-esano vi figurano regolar
mente in alte percentuali. 

Oltre che dall'ambiente di lavoro, esempi importanti e ben studiati di 
intossicazione umana da alcani C5-C7 e in particolare da esano [160, 191-
197] provengono dal campo .delle tossicomanie: una ampia letteratura su 
questo argomento è comparsa dal 1972 in poi (casi precedentemente de
scritti di polineuropatia in seguito a tossicomania da« benzina » [198] erano 
probabilmente dovuti alle stesse sostanze). Si tratta di polineuropatie con le 
stesse caratteristiche cliniche, elettromiografiche e morfologiche, riscon• 
trabili queste ultime ad un esame al microscopio ottico ed elettronico di nervi 
superficiali prelevati per biopsia, descritte per gli esposti all'esano e molto 
simili a quelle descritte per gli esposti al TCP e all'acrilamide; a questo 
elenco di tossici industriali si è nel frattempo venuto ad aggiungere anche 
l'MnBK [16], né questo può sorprendere data la capacità di provocare 
assonopatia distale del 2,5--esandione, che come abbiamo visto è un meta• 
bolita comune dell'n-esano e dell'MnBK. 

Si è già accennato sopra agli esperimenti su animali trattati cronica
mente con esano, pubblicati già nel 1967 da ricercatori giapponesi in rap
porto con i primi studi clinici ed epidemiologici su intossicazioni industriali. 
Successivamente autori francesi [199] hanno trattato ratti con esano ed 
eptano commerciali (miscele di isomeri nelle quali l'n-alcano rappresentava 
circa USO %) a concentrazioni intorno alle 2.000 e rispettivamente 1.500 ppm 
per 5 ore al giorno, 5 giorni alla settimana. Secondo gli autori, misure elettro
fisiologiche su nervi isolati, eseguite da l a 6 mesi dopo l'inizio del tratta
mento, indicherebbero alterazioni nella velocità di conduzione e nella durata 
del perido refrattario; vi è tuttavia una grande dispersione dei valori ottenuti 
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per questi parametri e la significatività delle differenze fra le medie non è 
valutata statisticamente. Da brevi accenni nella discussione del lavoro, sem
bra che vi sia qualche alterazione istologica. Nel loro complesso questi dati 
non sembrano sufficientemente dimostrativi. 

Per quel che riguarda l'n-esano, la dimostrazione definitiva della sua 
capacità di determinare assonopatia distale in animali da esperimento è con
tenuta in un lavoro di Schaumhurg e Spencer [150], nel quale ratti furono 
esposti continuamente per via respiratoria a concentrazioni fra 400 e 600 ppm 
di n--esano (puro al99,98%) per periodi fino a 35 settimane. Dopo 7-10 set
timane l'andatura di questi animali cominci6 a farsi incena, oscillante, e più 
tardi essi presentarono una progressiva, simmetrica debolezza degli arti 
posteriori con caduta del piede, accompagnata in alcuni casi anche da de
bolezza degli arti anteriori. Le prime alterazioni istologiche si cominciarono a 
riscontrare in concomitanza con il primo accenno a sintomi. Esse erano a 
carico del sistema nervoso centrale (determinate aree del cervelletto, del 
bulbo e del midollo spinale) e periferico (ad esempio il nervo tihiale e suoi 
rami) e consistevano in dilatazioni assonali localizzate, a distribuzione sparsa, 
con assottigliamento della mielina; al microscopio elettronico queste dilata
zioni risultavano contenere una enorme quantità di neurofilamenti del dia
metro di 10 nm e anche altri organelli alterati (*). Ratti trattati per via sot
tocutanea non andarono incontro a sintomi, ma presentarono lo stesso quadro 
istopatologico. Gli autori rilevano come queste alterazioni siano del tutto 
sovrapponibili a quelle che si osservano in ratti trattati con MnBK f151] e 
con 2,5-esandione (148], in tossicomani da esano e in una rara neuropatia 
congenita (la «degenerazione giganto-assonale » di cui si è parlato nel
l'introduzione). 

In lavori successivi Spencer e Schaumburg [200, 201] hanno compiuto 
uno studio morfologico dettagliato del processo di degenerazione assonale 
retrograda («dying back ») che si verifica in animali trattati indifferente
mente con n-esano, MnBK o 2,5-esandione. Nel sistema nervoso periferico 
sono colpiti inizialmente assoni particolarmente lunghi, in regioni distali 
rispetto al corpo cellulare, ma non terminali; più tardi le alterazioni si trovano 
via via in regioni più prossimali. Il fenomeno della degenerazione retrograda 
non va quindi inteso come riferito ad una singola fibra ma ad un intero 
fascio. Anche a parità di lunghezza alcuni nervi (o fasci all'interno di nervi) 
sono più vulnerabili di altri: si tratta di assoni caratterizzati da un diametro 
particolarmente ampio. I primi segni di alterazione si situano in corrispon
denza dei nodi di Ranvier: a monte del nodo compaiono rigonfiamenti assonali 
giganti, mentre a valle la fibra appare raggrinzita, dando l'impressione di 

(*) V. nota a pag, 310. lufom~.moui aggiuntive su aJtera~<ioni ultra$truttw:a1i nel SNP 
di animali trattati eou 2,5-esandione ~ono reperibili alla referenza [230] . 
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uno strozzamento in corrispondenza del nodo stesso; là dove l'assone è rigon
fiato la mielina è assottigliata e, in corrispondenza dei nodi di Ranvier, non 
arriva più a ricoprire l'assone. A valle df'l rigonfiamento la fibra perde la 
mielina ed eventualmente, a tratti, si rimielinizza ad opera di una prolifera
zione delle cellule di Schwann; in questo caso non degenera. Ahrimenti tutta 
la fibra a valle degenera, come se dal punto dove finisce il rigonfiamento 
fosse stata tagliata; dallo stesso punto parte la rigenerazione, anche mentre 
l'intossicazione è ancora in corso. Già durante il processo di aggravamento 
della malattia avvengono quindi continui fenomeni di rimie1inizzazione e di 
rigenerazione nel sistema nervoso periferico, Contemporaneamente comw 
paiono rigonfiamenti assonali anche nel sistema nervoso centrale; anche qui, 
fra le diverse fibre lunghe, ve ne sono alcune particolarmente vulnerabili 
e sono i fasci spinali ventro-laterale e dorso-laterale, il nucleo gracile e la 
materia bianca del verme cerebellare; in queste sedi la degenerazione giganto
assonale compare già prima dei sintomi clinici. Gli autori [201] si domandano 
come mai nelle fasi iniziali della polineuropatia umana da esano e da MnBK 
non siano evidenti sintomi centrali: probabilmente essi sono mascherati dai 
sintomi periferici, più imponenti. Tuttavia la rigenerazione delle fibre è 
molto più efficace nel sistema nervoso periferico che nel centrale; è probaw 
bilmente per questo che i sintomi centrali, come atassia, spasticità e riduzione 
sensoriale permanente, compaiono quando i sintomi periferici sono in gran 
parte regrediti in seguito alla rigenerazione delle fibre. 

Una volta messo a punto il modello sperimentale comune alla intossi
cazione da n-esano e a quella da MnBK, rappresentato dal trattamento di 
animali da esperimento (ratti, gatti) con 2,5-esandione, Schaumburg e 
Spencer in successivi lavori hanno approfondito su questo modello lo studio 
istopatologico al microscopio ottico ed elettronico, dimostrando ad esempio 
che in gatti trattati a lungo con 2,5-esandione (0,5 % nell'acqua da bere) 
la degenerazione giganto-assonale arriva a colpire anche vie e nuclei visivi 
e i corpi mammillari dell'ipotalamo [202]. Questi reperti vengono messi in 
relazione con le alterazioni visive [177] e della memoria [197] segnalate in 
casi gravi di intossicazione umana da esano. Per tutte queste caratteristiche, 
che risultano simili a quelle di polineuropatie dovute ad altre sostanze, 
citate nella introduzione a questa rassegna, gli autori propongono di chiamare 
questa forma morbosa «assonopatia distale centrale-periferica» o più sem
plicemente« assonopatia distale » [5]. 

Altri esperimenti degli stessi autori sono rivolti allo studio del mecca
nismo patogenetico della assonopatia distale da n-esano e derivati: viene 
studiato l'effetto di metaboliti su colture di tessuto nervoso in vitrv (203, 
204] e sul trasporto assonale [205]. Tali meccanismi vengono ampiamente 
discussi in una recente rassegna [206] e viene avanzata una ipotesi biocbiw 
mica fondata sull'interferenza di MnBK e 2,5-esandione con alcuni passi 
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della glicolisi. Questa ipotesi, che restringerebbe il campo degli alcani impu
tati come agenti eziologici di polineuropatia al solo n-esano (a parte ovvia
mente i fenomeni di sinergismo di cui a pag. 298) comincia a trovare un sup• 
porto sperimentale (207]. 

Anche altri autori hanno studiato gli effetti a medio e a lungo termine 
dell'n-esano sul sistema nervoso di animali da esperimento. Foà e Coll. [208] 
hanno trattato piccioni per la durata di 4 mesi con n-esano (puro al 95 %) 
per via inalatoria alla concentrazione di 3.000 ppm (5 ore al giorno, 5 giorni 
alla settimana), ovvero anche per applicazione cutanea; gli animali non hanno 
mostrato sintomi, né alterazioni rilevahili con metodi elettrofisiologici o 
con esami istologici su nervi. Poiché, come abbiamo visto, l'n-esano non è 
di per sé capace di provocare assonopatia distale, ma lo è un suo metabolita, 
i risultati di Foà e Coll. si possono spiegare ipotizzando una prevalenza nel 
piccione di vie metaboliche diverse da quelle che portano alla formazione 
del composto attivo (v. Fig. 1). In un'altra pubblicazione gli stessi autori [209] 
accennano anche a un mancato effetto dello stesso trattamento su ratti. 
L'apparente contraddizione con i risultati di Schaumburg e Spencer è pro· 
babilmente da ricercarsi nei tempi del trattamento: nonostante che la con
centrazione di n-esano usata da questi ultimi autori sia più bassa, la con
tinuità del trattamento probabilmente fa si che questo composto e i suoi 
metaboliti raggiungano livelli ematici e tissutali più alti che con trattamento 
intermittente (vedasi anche il già citato lavoro di Bohlen e Coli. [137] sulla 
linearità dell'accumulo dell'n-esano nel fegato di ratti per almeno 10 ore). 

Una situazione intermedia è probabilmente quella di cui hanno espe
rienza diretta due degli autori di questa rassegna [210]: ratti trattati per via 
respiratoria con n-esano (puro al 99 %) alla concentrazione di circa 2.000 ppm 
(10 ore al giorno, 6 giorni alla settimana), non presentavano dopo 40 setti
mane segni clinici evidenti, tuttavia, a un esame istologico dei rami del 
nervo tibiale, mostravano i segni tipici della degenerazione giganto-assonale, 
sia al microscopio ottico nei preparati ottenuti per dilacerazione ovvero 
per sezione, sia al microscopio elettronico (le tecniche usate erano quelle 
descritte da Schaumburg e Spencer [200]). In un lavoro successivo [211] 
risultati analoghi al microscopio ottico venivano ottenuti trattando ratti 
con n-esano per un periodo più breve (14 settimane) a concentrazioni più 
alte (circa 5.000 ppm), non invece in seguito a trattamento per 14 settimane 
a 1.500 ppm ovvero per 30 settimane a 500 ppm. Variabilità fra specie nella 
relativa prevalenza di determinate vie metaboliche sono probabilmente alla 
base delle differenze neUa sensibilità all'n-esano: già dalle prime esperienze 
de i ricercatori giapponesi risultava una scarsa sensibilità del ratto [175] 
rispetto al topo [174], e probabilmente rispetto all'uomo [179]. 

In ratti trattati per 1-2 mesi 24 ore su 24 con miscele di pentano ed 
esano in parti uguali a bassissime concentrazioni (da 3 a 26 ppm), autori 
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sovietici [212] avrebbero messo in evidenza una alterazione della eccitabilità 
muscolare e segni morfologici a carico della corteccia cerebrale. 

Quanto agli altri alcani e cicloalcani, da esperimenti di Spencer e 
Coli. [213], risultano del tutto inattivi i metaboliti dell'eptano: ciò starebbe 
per una inattività di questo composto nel provocare assonopatia distale, 
Nel lavoro citato, condotto presso questo Istituto [211], risultati negativi 
per quel che riguarda la comparsa di segni istopatologici di polineuropatia 
erano ottenuti trattando ratti (sempre per via respiratoria) per 30 settimane 
con n-pentano 99 % (3000 ppm), n-eptano 99% (1500 ppm), cicloesano 99,5% 
(1.500 ppm), ovvero per 14 settimane con 2-metilpentano 98 % (1.500) o 
3-metilpentano 99 % (1500 ppm). Osservazioni preliminari di Franchini e 
Coli, (214,215], su alterazioni istopatologiche di nervi in polli trattati per via 
sottocutanea con cicloesano e con cicloesanone non appaiono per ora 
sufficientemente dimostrative. 

3.4. - Controlli sull'ambiente di lavoro e sui lavoratori esposti; normativa 

Oggi esistono due gruppi di metodi per la determinazione degli alcani 
C5-C7 nell'ambiente: a prelievo continuo con analisi contemporanea, e a 
prelievo discontinuo e successiva analisi di laboratorio. 

Per il prelievo continuo sono disponibili apparecchi tipo « total hydro~ 
carhon analyzer », che danno una indicazione della somma degli idrocarburi 
presenti; questo metodo è utilizzato soprattutto dove sia necessario tenere 
sotto controllo sorgenti di inquinamento localizzate e costanti sotto il profilo 
qualitativo. 

Un caso particolare è rappresentato dal metodo proposto da Gazzaniga 
e Coli. [216] con convogliamento diretto ogni 15 minuti, mediante tubi in 
acciaio, dell'aria prelevata ai posti di lavoro e analisi con gascromatografo a 
ionizzazione di fiamma. 

Il secondo gruppo di metodi dà invece una valutazione del campione 
istantaneo o riferito a un periodo definito. Esso può essere prelevato in vario 
modo: palloni gonfiati, contenitori rigidi sotto vuoto, sistemi di arricchi
mento su liquidi o su solidi attivati. [217]. Al giorno d'oggi vengono usati 
quasi esclusivamente questi ultimi, in quanto palloni gonfiati e recipienti 
prevuotati danno luogo a fenomeni di adsorbimento sulle pareti con con~ 
seguente poca affidabilità delle analisi [126]. 

Interessanti metodi di prelievo discontinuo sono stati messi a punto da 
Cocheo e Coll. [126] e da Berlincioni e Coll. [127]. Il prelievo viene fatto con 
fìale di carbone attivo e la misura delle concentrazioni dei solventi eluiti è 
eseguita al gascromatografo. Analoghe metodiche sono descritte anche in 
altre recenti pubblicazioni [218, 219]. 
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Per quanto riguarda l'analisi dei componenti dei solventi usati nell'in
dustria calzaturiera, anche qui si procede per analisi gascromatografìca [220]. 

Gli alcani e i cicloalcani C5-C7 rientrano fra le sostanze considerate 
dalla legislazione di vari paesi, compresa l'Italia, come potenziali cause di 
malattie professionali (voce n, 29 della tabella allegata al decreto n, 482 
del 9 giugno 1975). Sono quindi prescritte per i lavoratori esposti visite pre
ventive e periodiche. 

Quanto al controllo sull'uomo va tenuto conto che, per quanto oggi è 
noto, non esistono esami di laboratorio di tipo biochimico o morfologico 
capaci di svelare la malattia in fase preclinica. L'esame elettrodiagnostìco 
invece dà questa possibilità, tuttavia non è adatto per« screening »di massa. 
D'altra parte la malattia si manifesta nei casi lievi o iniziali con una sinto• 
matologia soggettiva caratteristica (v. pagg. 275 e 277). 

Ci sembra perciò che vadano valutati positivamente gli interventi sani· 
tari [63, 67, 68, 70, 177] articolati nelle tre fasi seguenti: I) indagine a mezzo 
di questionario individuale efo di gruppo (quest'ultimo deve essere estrema
mente dettagliato per mettere in evidenza fini sintomi soggettivi e compilato 
con l'ausilio di personale appositamente istruito; II) visita medica con esame 
neurologico accurato per le persone che, in base al questionario, accusano 
qualche sintomo di polineuropatia; III) indagine elettromiografica per le 
persone che, in base alle due fasi precedenti, presentano segni di poli
neuropatia. 

I numerosi esami di laboratorio proposti sul sangue, sulle urine e sul 
liquido cefalorachidiano, contribuiscono poco alla diagnosi anche quando la 
malattia è in fase conclamata [53, 63]. 

L'unica indagine strumentale in grado di dare un indice del danno neurale 
è l'esame elettrodiagnostico. Esso comprende: a) lo studio dell'attività elet
trica a riposo e nella contrazione volontaria (questo può mettere in evidenza 
vari tipi di alterazione della conduzione, come fascicolazioni, fibrillazioni, 
potenziali di denervazione, riduzione del tracciato di contrazione massima); 
b) la misura della velocità di conduzione motoria e sensitiva. Essa può 
essere alterata per fenomeni di demielizzazione efo per riduzione del numero 
delle fibre. La metodologia per l'esame elettrodiagnostico è stata ormai 
standardizzata (vedasi ad esempio [221]). 

Per quel che riguarda la normativa sulle concentrazioni massime di 
alcani C5-C7 considerate ammissibili nell'ambiente di lavoro, vedasi la 
Tab. 7, da cui risulta chiaro come il TLV-USA per l'n-esano sia stato abbas
sato di 5 volte in seguito all'acquisizione delle conoscenze qui passate in 
rassegna sulla capacità di questo composto di provocare polineuropatia. 
Sulla base di questa imponente documentazione auspichiamo che anche 
m·lla tabella dei Valori Limite Ponderati (VLP) italiani venga adottato per 
il n-esano il valore di 100 ppm in vigore negli USA, Giappone e Repubblica 
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quanti, come esposto a pag. 298, proYocando induzioni' enzimatica, mcrf"
mPntano la produzioni' del metaholita ncurotossico. 

TABELLA 7 

Normativa sulle massime concentrazioni di vari alcani ammissibili in vari 
paesi, nell'aria degli ambienti di lavoro 
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agli e!teri fosforici [222-221lj, sia agli akani CS-C7 [229, 230:. Un ulteriore aggiornamento 
riguarda ]e più recenti propo~te di cambiamento dei TLY USA du parte dell'Associaziom· 
degli Igienisti Industriali Amerkani. Esse comportano un abbaso;.anwnto del TLV ]Wr il 
n-esano a 25 ppm (90 m~rlm") l' l'adozion .. di un TI.\" anchr ]"" il 2 -metilpentano e il 
3-metilpentano (500 pp111 eorrispondenti a 180() mp;/m"). l TLY de~tli altri alcaui C5 .C7 
rimangono invariati [2.~1}. 
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