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Relazioni tra il livello di rischio coronarico quale espresso 
da una selezione di 36 fattori ed il rischio di altre condizioni morbose 
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Riassunto. - Trentasei fattori di rischio roronariro o 
condi@ supposfc tai i  sono stati ua/utati con analisi m i -  
t~ariata e multiuariata allo scopo di  selerionare un numero 
minimo di essi capaci di predire. nel modo migliore, la com- 
parsa di  una cardiopatia coronarica fatale M/  p001 di  due 
popola~ioni rurali Italiane costituite da 1712 uomini di etd 
iniriak compresa fra 40 e 59 anni e seguiti per 15 anni. 
A l l a  finc con l'impiego della fun.~ione logistica mullipa 13 

fattori hanno corrisposto ai requisiti richiesti anche se solo 
i primi 8 di  questi hanno dimosfrato di rssere realmente predit- 
tiui. Essi sono l'e/& lo stato ciuile, la colesterolemia, il fumo 
di sigarette, la pressione arteriosa, aùme a/terapioni delreiet- 
trocardiogramma. il rapporto statura seduta/statura in piedi, 
Parco senile, il rapporto spaIle/bacino, h bronchite cronica, 
Pulcera peptica, i /  n m m  dei fig/i c l'ma di diete « specia/i u. 
Dopo aver suddiuim b popolarione studiata in 10 classi eqwi- 
numeriche di  riscbio coronarico stimato (decili) sulla base dei 
ualori dei 13 fattori principali, è stata a n a l i ~ ~ a t a  /a distri- 
bn@ne, in tali classi, dei casi o s r m t i  di cardiopatia coro- 
narica fatale, d i  occidenti cerebrovascolari fatali e di tumori 
fatali ed i casi di morte per tutte /e rame. L? discrimina- 
rione t ra rasi e non casi d i  cardiopatia coronarica C risultata 
soddisfacente come in altre analisi precedentemente condotte 
snllo stesso materiale. LA distribu~ione delle a l h  cause di 
n~orte suggerisce chc trovarsi a bassa rirchio coronarico coin- 
cide col trouarsi a basso rischio ancbe per altri t ipi di patolo- 
gia e uiceuersa. 

Summary (The tclationships between the leve1 of co- 
ronary risk and the risk of other morbit conditions). - 
Thirtysix roronary risk factors or ronditions supposed IO 

p/ay a slndar role harr been eua/mted by r~niuariote and mul- 
lir~ariate am&es, tbc purposr being that of relecting a minimal 
snbset of thrm hauing tbe h&$xst possible predirting power 
/or tbc orturrcncc o/ a fata1 corona~ beart disease in tk p001 
of two rural Italian samples of 1712 men agcd 40-59 at 
rntry exomination and follotvcd-up /or 15 years. Emnfw iy  
with the use of the mtrltiple logistic/unction. thirtbeen foctors 
mnet the requirementr alfhough onb tbc first 8 o/ them rbowed 
lo rarry a rea1 predictiue power. i'hey were age, nmrriage 
rtatus, serum C-holesterol, smoking babits, blood presswt, 
mme e/ectrorardiograp6ic abnormafities, tbe ratio sitting 
beigbtlstanding bei&, arcns senilis, fhe show/der/peluis ratio, 

. . rhronir bronrhitir, ptptic ulcrr, fhe itnn~ber o/ rhildren and 
///C rise of " rptpp<.ia/ di&". The diswimination bctw~en cms 
a~rd non-carer o/ roronaty bcart disea~e proued fo be sati~ac- 
tory as in preuious anabsex condz~ctcd on the sane material. 

After hauing rlass;fjed the studied population into deciles 
of esfimated roronaty risk on the hasis of tk risk ,function 
prouided by the 13 r~ l~c ted  ,fartors, fatal tases of ~trnkes. 
rancer and o11 deaths ]vere distribnted in such decile classer. 
Tbeir distribution suggested that fo be ot a lower roronary 
risk implies a protection also against the risk of other morbid 
fata1 conditions and uiceuersa. 

Il concetto di rischio coronarico è acquisito ormai 
da akuni lustri ed è legato a numerose indagini epide- 
miologiche longitudinali condotte in molti paesi sulla 
incidenza della cardiopatia coronarica (CC) e sui fat- 
tori di rischio che sono ad essa correlati. Alla identifi- 
cazione di singoli fattori caratterizzati da maggiore o 
minore potere predittivo si è aggiunta la possibilità 
di definire il rischio globale legato alla contemporanea 
considerazione di più fattori di rischio in modelli di 
analisi multivariata del rischio stesso (1-171. Con tali 
procedure è possibile realizzare una discreta discrimi- 
nazione tra casi e non casi di malattia e le prospettive . . 
future sono quelle di pervenire, con il miglioramento 
delle prestazioni dei modelli matematici e con i'aeeiunta "a 

di nuovi fattori di grande potenziale predittivo, ad una 
predizione meno probabilistica e più deterministica 
della malattia. 

La separazione più accentuata tra casi e non casi sulla 
base dei livelli dei fattori di rischio pui> fornire anche 
indicazioni sempre più valide sulle prospettive della 
prevenzione suggerendo a quale livello dei fattori è 
auspicabile collocarsi per sperare nella esenzione o 
immunith dalla malattia. 

Non v'e dubbio tuttavia che. ner lo meno quando si . , 
considerano situazioni biologiche estreme, si possono 
identificare casi in cui una forte predisposizione per 
una condizione morbosa si associa i coincide con i n a  
sostanziale immunità verso un'altra e viceversa. IJn 
esempio banale, tra quanti possono essere fatti, p u i ~  
cssere l'assenza di aterosclerosi in popolazioni denu- 
tritc che è bilanciata da una particolare suscettibilità 
per certe malattie infettive. 

La questione ha una duplice rilevanza: da un lato 
è utile sapere in via teorica fino a che punto esiste una 
competizione tra condizioni morbose (o cause di morte) 
diverse; dall'altro un chiarimento di questo concetto 
può indirizzare in modo più mirato ed equilibrato gli 
interventi diretti a modificare i fattori di rischio della \ 



CC, evitando che, in questi casi, nel perseguire I'obiet- 
tivo di prevenire una malattia non si finisca per favo- 
rire l'insorgenza di un'altra [la]. 

I1 problema è di fatto molto complicato perché si 
dovrebbe tenere conto sia dei casi in cui per lunghi 
periodi di tempo un individuo è esposto, p.e., a bassi 
livelli di « rischio coronarico H, sia dei casi in cui tali 
livelli vengono raggiunti a seguito di modificazioni 
indotte a partire da livelli diversi (usualmente più ele- 
vati) [19-251. Un approccio relativamente semplice e 
preliminare alla esplorazione di questo problema è 
quello esposto in questa sede. Di fatto ci siamo limitati 
a chiederci se suddividendo una popolazione in classi 
diverse e crescenti di rischio coronarico globale accer- 
tato, fosse possibile identificare un eccesso di rischio 
per altre condizioni nei sottogruppi « naturalmente » 
più protetti contro la CC. 

MATERIALI E METODI. 

Per questa analisi sono stati utilizzati i dati relativi 
alle due popolazioni rurali italiane studiate nel Seven 
Countries Study, costituite da un totale di 1.712 uomini 
di e t i  iniziale compresa tra 40 e 59 anni, rappresentanti 
il 98,s % di campioni demografici definiti nelle aree 
di Crevalcore (Emilia) e Montegiorgio (Marche) e 
seguiti, dopo un esame iniziale, per 15 anni. 

Negli anni '50, I'epidemiologia delle malattie cardio- 
vascolari pose due quesiti fondamentali all'attenzione 
di coloro che shldiavano la cardiopatia coronarica. Si 
trattava di stabilire: 

1) se fossero reali le differenze di mortalità, preva- 
lenza ed incidenza per cardiopatia coronarica tra popo- 
lazioni diverse, differenze suggerite in modo incompleto 
ed incerto dai dati della mortaliti ufficiale e dai dati 
ospedalieri; 

2) se alcune caratteristiche misurabili in individui 
e in popolazioni ancora sane fossero capaci di spiegare, 
almeno in parte, le differenze - se mai fossero reali - 
tra individui e tra popolazioni (supposti fattori di 
rischio). 

I1 « Seven Countries Study » è una delle imprese epi- 
demiologiche su scala internazionale che ha tentato di 
dare risposta a tali quesiti impegnandosi in una indagine 
longitudinale condotta su quasi 13.000 soggetti di sesso 
maschile e di eti compresa tra i 40 e i 59 anni, reclu- 
tati in 16 campioni di popolazione di 7 diversi paesi 
in tre continenti. 

Dopo una fase preliminare dedicata alla messa a punto 
di procedure relative a metodi e tecniche di misura, a 
valutazione dei dati e a condurre studi pilota per esplo- 
rare le possibilità locali di ottenere collaborazione e 
partecipazione, lo studio vero e proprio cominciò 
nel 1957. L'armolamento delle varie popolazioni pro- 
segui fino al 1964 ed il successivo follow-up, al ter- 
mine di 10 anni fu concluso, per tutte le popolazioni 
nel 1974. 

Gmppi di ricercatori italiani, facenti capo inizial- 
mente al Centro per le Malattie Cardiovascolari degli 
Ospedali Riuniti di Roma e all'Istituto di Fisiologia 
Umana dell'Università di Napoli e poi anche all'Isti- 
tuto di Scienza dell'Alimentazione dell'UniversitL di 
Pemgia, hanno contribuito allo studio sia per le atti- 

vità riauardanti i campioni italiani, sia per quelle a 
livello -internazionale. ' 

Nell'analisi finale sui 10 anni di follow-UD e bel 
follow-up successivo a tale scadenza (ora vicino ai 
20 anni) la responsabilità dell'indagine, per quanto 
riguarda le aree italiane, è progressivamente passata 
all'btituto cui appartengono gli Autori di questo arti- 
colo. 

La maggior parte delle informazioni sui dati interna- 
zionali del « Seven Countries Study » sono reperibili in 
monografic e in articoli pubblicati in altri paesi, mentre 
altri rapporti sull'esperienza parziale relativa alle aree 
italiane sono stati pubblicati sia in Italia che altrovc 
[3, 4, 7, 8, 13, 14, 16, 17, 261. 

In questa sede viene riconsiderata l'esperienza rela- 
tiva alle due aree rurali italiane, in termini di predi- 
zione della cardiopatia coronarica (CC), in 15 anni, in 
funzione di alcuni fattori di rischio, tralasciando di 
proposito le questioni che coinvolgono i quesiti cui 
si è tentato di rispondere con i confronti internazio- 
nali. 

Per la struttura generale dello studio, le misure dei 
fattori di rischio all'esame iniziale, le procedure del 
follow-up ed altri dettagli, si rimanda altrove [3, 4, 7, 
8, 14, 16, 17, 261. 

Qui peraltro si ricorda che originariamente le aree 
mrali italiane del « Seven Countries Study » erano 3: 
Nicotera (CZ), area rurale in Calabria (Italia Meridio- 
nale), il cui campione fu arruolato nel 1957; Crevalcore 
(CR), area rurale in Emilia (Italia Settentrionale) il cui 
campione fu armolato nel 1960; Montegiorgio (MO), 
area rurale delle Marche (Italia Centrale) il cui cam- 
pione fu armolato nel 1960. 

I tre campioni rurali comprendevano tutti i soggetti 
di età tra i 40 e i 59 anni nati e residenti nei 
rispettivi comuni, o nati altrove ma residenti nei co- 
mune da almeno 5 anni (a Crevalcore peraltro è stata 
esclusa una piccola zona periferica dell'area comunale). 

Tali campioni mrali avevano la loro controparte 
internazionale nelle molte aree rurali di altri paesi. 
Dopo l'esame iniziale il campione di Nicotera fu abban- 
donato per difficoltà organizzative. 

In effetti fu possibile dimostrare che, in base ai dati 
raccolti all'esame iniziale, la popolazione di Nicotera 
era assai simile alle popolazioni rurali studiate paralle- 
lamente in Grecia e in Dalmazia, per cui le ulteriori 
informazioni ottenute da tale campione calabrese non 
sarebbero state verosimilmente diverse da quelle in 
effetti ottenute da altri campioni mediterranei. 

Nel corso dei 15 anni dello studio furono svolte 
varie attiviti. L'esame iniziale prevedeva la rilevazione 
delle generalità, di alcune informazioni sulle abitudini 
di vita, di una serie di misure antropometriche; la som- 
ministrazione di un questionario clinico standard; 
l'esecuzione di un esame obiettivo guidato; la misura- 
zione della pressione arteriosa; l'esecuzione di un pre- 
lievo di sangue per la determinazione della colestero- 
lemia; un esame di urine con determinazione semiquan- 
titativa di proteine, glucosio e sangue; l'esecuzione di 
un elettrocardiogramma a riposo e dopo sforzo stan- 
dard. Oltre a ciò venivano eseguite una serie di inda- 
gini dietetiche, con varie modalità e in differenti sta- 
gioni, per caratterizzare la dieta abituale delle popo- 
lazioni in questione. 

Esami identici venivano ripetuti in coincidenza del 
50 e del 100 anniversario dell'esame iniziale. Ad essi 



venivano aggiunte, di vol ta  in volta, altre indagini 
strumentali  o di al t ro  t ipo condot te  s u  sottocampioni. 

T u t t e  le metodiche erano standardizzate e per  quan to  
possibile l e  procedure  venivano centralizzate (in parti- 
colare la determinazione della colesterolemia, la let- 
tu ra  deli'elettrocardiogramma secondo il Codice del 
Minnesota, l'applicazione di criteri e conclusioni dia- 
gnostiche). Per dettagli su  questi  aspetti metodologici 
si rimanda altrove [3, 4, 261. 

Nei periodi intervallari t ra  gli  esami quinquennali  
venivano eseguite ~ i s i t e  periodiche nelle aree i n  que-  

Tabella l. - Elenco dei 36  fattori di rischio esplorati e 
risultato delle succ~ssiue sele~ioni. 

1. Arco senile . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
2. Attività fisica lavorariva.. . . . . . . . . . . . . 
3. Bronchite cronica . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
4. Calvizie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
5. CapscitA vitale . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
6. Circonferenza del braccio . . . . . . . . . . . . 
7 Colecistopatia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
8. Colestcrolcmia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
9. Diabete . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

10. Dieta speciale . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Il .  Elettrocardiogramma alterato.. . . . . . . . . 
12. Età ................................ 
13. Familiarità per ACV . . . . . . . . . . . . . . . . 
14. Familiarità per altre cardiopatie . . . . . . 
15. Familiarità per diabete . . . . . . . . . . . . . . 
16. Familiarità per infarto . . . . . . . . . . . . . . 
17. Familiarità per iperten. arter. . . . . . . . . 
i8. Numero di figli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
19. Frequenza cardiaca . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
20. Fumo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
21. Indice laterslitiiilinearità . . . . . . . . . . . . 
22. Indice di massa corporea . . . . . . . . . . . . 
23. Mortalità precoce materna . . . . . . . . . . 
24. Mortalità precoce paterna.. . . . . . . . . . . 
25. Nefropatis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
26. Spessore pliche cutanee .. . . .  . . . .  . . . 
27. Pressione diastolica media . . . . . . . . . . 
28. Pressione sirtolica . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
29. Proteinuria . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
30. Rapporto spalleibacino . . .  . . . . . . . .  . . . 
31. Rapporto statura seduta/statura in piedi 
32. Stato civile . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
33. Tireoparia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
34. Ulcera peptica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
35. Volume espiratoria max 314 sec. . . . . 
36. Xantelasma . . . . . .. . .  . .  . . . . . .  . . . . . .  . 

. - 

Nelle colonne A. B, C. sono indicati i fattori selezionati 
in &re tappe rucccssive e con diverse modalità (vedi resto). 

I numeri delle colonne B e C indicano le posizioni in gra- 
duaroria, ottenute con procedure diverse, riguardanti i l  
potere predittivo dei fattori selezionati. 

Nella colonna D è indicato l'ordine di ingresso nell'equa. 
rione dei 13 fattori utiliizando la tecnica step-wise retrograda. 

Tabella 2. - Solu~ione della /unpione logistica nu~ltipla 
che predire fa n,ortalità per rardiopatia raronarira con 
26 fattori di riJrhio. n - 1480; rasi = 63 .  

.- -- ~- ~~ .. ~ - ~- ~~ ~ 

FATTORE O>e6cienrs Tesi r 

Età . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Colesteruiemin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Pressione nrteriosa media . . . . . . . . . . 
Fumo 

Attività fisica lavorativa . . . . . . . . . . 
Indice di massa corporea . . . . . . . . . . 
Volume espiratorio mnx 114 sec. . . 
Capacità vitale. .. . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Rapp. statura seduraistatura in piedi . . 
Indice lateralità/linearità . . . . . . . . . . 
Spessore pliche cutanee . . . . . . . . . . 
Frequenza cardiaca . . . . . . . . . . . . . . 
Mortalità precoce paterna . . . . . . . . 
Mortalità precoce materna . . . . . . . . 
Rapporto spallelbacino . . . . . . . . . . . . 
Stato civile . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Circonferenza del braccio.. . . . . . . . . 
Numero di figli . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Proteinuria . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Dieta «speciale » . . . . . . . . . . . . . . . . 
Elettrocardiogramma alterato . . . . . . 
Bronchite cronica . . . . . . . . . . . . . . . . 
Diabete ........................ 
Ulcera pepticc . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Calvizie . . . . . . . . . . . . . , . . . . . . . . . . 
Arco senile . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Costante . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Cori attesi e oserunti in decili di rischio rtimnto 

Likelihood ratio sratistics della soluzione =' 89,66. 
Casi osservati nel decile 10 = 4127 0. 
Casi osservati nei decili 9 e 10 = 60,32 %. 
Casi osservaci nei decili 8, 9 e 10 = 68,26 "i,. 
Casi osservati nei decili 6. 7. R .  9 e 10 = 90.5 %. 
Momento di primo ordine della dirtribuiione dei casi 

osservati in decili di rischio = 0,83. 
Coefficiente di correlazione lineare tra casi attesi ed osser r 

rati in decili di rischio stimato - 0,97. 



stione per raccogliere informazioni sulla morbosità 
intercorrente per malattie cardiovascolari e sulla morta- 
lità. I dati sulla morhosità - rilevati presso ospedali e 
medici, quando possibile completati con l'esame diretto 
dei pazienti - erano messi a disposizione di chi era 
destinato ad eseguire le conclusioni diagnostiche agli 
anniversari quinquennali. Informazioni sulla mortalità, 
ottenute dalle anagrafi locali venivano trasformate in 
cause di morte tramitc un complesso procedimento di 
raccolta ed analisi di informazioni presso tutti i possi- 
bili testimoni dell'evento; esso prevedeva, tra l'altro, 
l'impiego di criteri e giudici indipendenti dalla causa 
ufficiale che veniva sostanzialmente trascurata. I motivi 
per non considerare la causa ufficiale sono ampiamente 
giustificati (261. 

Gli eventi considerati in questa analisi sono costi- 
tuiti dalla mortalità in 15 anni per un certo numero di 
raggruppamenti di cause di morte. Contrariamentc 
ai criteri seguiti in occasione di altre analisi di questo 
tipo eseguite su questo stesso materiale, si è tentato 
di considerare, in questa occasione, il maggior numero 
di possibili fatrnri di rischio e comunque di caratte- 
ristiche che possano associarsi o meno con il rischio 
coronarico, allo scopo di non lasciare inesplorato alcun 
aspetto tra tutti quelli disponibili. In tal modo una 
prima parte dell'analisi è stata dedicata ad una siste- 
matica selezione dei fattori di rischio più predittivi 
per la CC. 

In  questa fase sono stati adottati i criteri che ver- 
ranno sotto elencati, utilizzando, tra l'altro, la funzione 
logistica multipla. Anche per questo ultimo aspetto 
tecnico si rimanda altrove [2-6, 9-17]. 

Qui si rammenta solo che l'equazione y = (1 + exp - 
a - Cp,x,)-l, risolta con i lmetodo di Walker-Duncan 
[IO], permette di stimare le probabiliti di un evento 
(y = malattia in questo caso) in funzione di più fattori 
misurati prima della sua comparsa (xj = fattori di ri- 
schio), per ognuno dei quali viene calcolato un coeffi- 
ciente moltiplicativn (P,) a è una costante da calcolare 
per ogni N soluzione N. 

che si realizza nella funzione logistica multipla fra 
queste due grandezze altamente correlate tra di loro 
(usualmente circa 0,7 di coefficiente di correlazioqc 
lineare). In tale modo si i passati da 36 a 26 fat- 
tori. 

La seconda tappa è consistita nell'introdurre nella 
funzione logistica multipla i fattori in questione per 
stimare i 63 casi di cardiopatia coronarica fatale veri- 
ficatisi in 15 anni nei 1480 soggetti che erano esenti 
da malattie cardiovascolari di qualsiasi tipo, all'esame 

Tabella 3. - .(òlqiont. drlh /rn?;or~r logiftiru ,?Id/ip/i? 
che predir< la mortaliti per rnrdiopa/ia coronarira ron 13 
fattori di rirrhio. n =- 1480; rari -: 63. 

Et1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Colesterolemiii 

. . . . . . . . . .  Pressione arteriusil mediti 

Fumo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Rapporto statura sedutiilstatura in 

piedi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . .  Rapporto spsllelhacino 

Stato civile . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Numero figli 

Dieta e speciale » . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . .  Elctcrocardiograrnms slteratii 

Bronchite cronicn . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Ulcera peprica. 

Arco senile . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Costante . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Cori attesi e oisprvarl in decili di rischio nintoto 

Un elenco dei 36 fattori teoricamente disponibili 
è fornito dalla prima colonna a sinistra della Tab. 1. 
Per le definizioni e le unità di misura, si rimanda all'ap- 
pe?dice. 

E stata auindi ooerata una m rima selezione uer Doter . . 
successivamente impiegare. nell'analisi multivariata, . 
un numero di fattori compatibile con le prestazioni 
del oromamma disoonibile Der risolvere la funzione 

L - 
logistica multipla. Ci6 ha portato a scegliere quelli 
indicati nella colonna A della Tab. 1. Il criterio adot- 
tato è stato quello di accettare tutti i fattori caratte- 
rizzati da grandezze di tipo quantitativo continuo e di 
accettare, tra gli altri (grandezze di tipo qualitativo o 
discreto o categorico) sono quelli che ad un'analisi 
preliminare di tipo unifattoriale, presentavano un nu- 
mero di «casi n, nelle classi categoriche disponibili, 
tale da consentire ragionevolmente un'analisi multi- 
variata (in pratica almeno 5 per classe). Un caso par- 
ticolare è stato quello delle due pressioni arteriose 
(sistolica e diastolica) che sono state cumulate nella 
«pressione arteriosa media » (diastolica + (sistolica- 
diastolica)/3), al fine di evitare la nota competizione 

I . . . . . . . . . . . . . .  0.59 O 0,O 

2 . . . . . . . . . . . . . .  0.93 I i , 5 9  

3 . . . . . . . . . . . . . .  1.40 i 1.59 

4 . . . . . . . . . . . . . .  1.97 2 3.17 

5 . . . . . . . . . . . . . .  2.76 I 1.59 

6 .............. .3,84 5 7 .94 

7 . . . . . . . . . . . . . .  5.11 7 I I . 1 1  

8 . . . . . . . . . . . . . .  7 . 5 1  i 3 20,63 

9 . . . . . . . . . . . . . .  I1,BR 7  11,II 

10 . . . . . . . . . . . . . .  27,11 26 41.27 
-..p-- ~ ----p-.-----.--- - 

Likelihood ratio staristics della soluzione - 85.62. 
Casi osservati nel dccile l 0  = 41.27 :6. 
Casi osservati nei decili 9 e 10 = 52.38 70. 
Casi osservati nei decili 8 ,  Y e 10 = 73.01 %. 
Cari osservati nei decili 6 ,  7. 8 .  9 e 10 = 92.1 0". 
Momento di primo ordine nella distribuzione dei casi 

orservsti in decili di rischio - 0,83. 
Coefficiente di correlazione lineare tra cari attesi ed osser- 

vati in dccili di rischio stimato =- 0.95. 
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FIG. 1, - Predirione dei casi di rnurtc per cardiopatia coronarica con la tecnica ii step-wise retrograda n applicata alla funzione logistica 
multipla, parrendo da 13 $attori di rischio. Andamento di 4 indicatori di  rlircriminazione in funzione di soluzioni che cnntengono 
di volta in volm il fattore indicato in nrcissa assieme a rutti quelli che si trovnno alla sua sinistra. I fattori sono numerati come da 
colonna D dclla Tab. 1. M1 = momento 1' ordine della distribuzione dei casi osserveti in d ~ i l l  di rischio stimato; LRS: likehood 
ratio statistics; Q5 = pn>ponionc di cnsi osservati nel rquinrile superiocc della distribuzione di rischiostimato; D10 = proporzione 

di casi osservati nel decilc suoeriore della distribuzione di rischio stimato. 

iniziale (e che disponevano di tutte le 36 misure ini- 
ziali). Sono stati pertanto esclusi anche i soggetti che 
presentavano alterazioni isolate dell'elettroardiogramma 
a riposo che potessero far ipotizzare una cardiopatia 
coronaria (o di altro tipo) asintomatica. La soluzione 
dclla funzione logistica multipla con i relativi coeffi- 
cienti è riportata nella Tab. 2. L'ordine gerarchico 
del potere predittivo dei 26 fattori, secondo il test t 
sul coefficiente, 6 quello indicato nella colonna A dclla 
'Tab. l .  Sono stati quindi selezionati i fattori che pre- 
sentavano valori di t di Student del coefficiente pari 
o superiore a l (p di circa 0,3). Tale scelta è stata arbi- 
traria e dettata solo dall'intenzione di selezionare un 
numero limitato di fattori che fornissero un minimo 
contributo alla predizione. In  tal modo ne sono stati 
ulteriormente selezionati 13 che sono quelli elencati 
nella colonna C della Tab. l .  E stata quindi calcolata 
una N soluzione » della funzione logistica multipla con 
i 13 fattori in questione, che è riportata nella Tab. 3. 
L'ordine gerarchico dei 13 fattori secondo il test t 
sui coefficienti è riportato nella colonna C della stessa 
Tab. I .  

Dai valori di t risulta che i coefficienti di età, stato 
civile, colesterolemia, fumo, pressione arteriosa, di 
certe alterazioni elettrocardiografiche, del rapporto 

statura seduta/statura in piedi e dell'arco senile sono 
statisticamente diversi da zero. mentre tutti gli altri 
non lo sono. Tuttavia anche in questa soluzione nes- 
suno dei coefficienti ha un valore di t inferiore ad I ,  
eccetto la «dieta speciale ». 

Un'ultima verifica diretta a valutare la graduatoria 
del potere predittivo dei vari fattori è stata eseguita 
:rpplicando alla soluzione con 13 fattori la tecnica « step- 
&e retrograda n, messa a punto a suo tempo da que- 
sto gruppo e che permette di identificare un livello 
di <saturazione » nel grado di discriminazione fornito 
da un certo sotto-insieme di fattori [14]. L'ordine di 
ingresso dei fattori in tale procedura indicato nella 
colonna D della Tab. 1, confermando più o meno la 
graduatoria della colonna C. 

Se vengono assunti come indicatori di discrimina- 
zione il « likelihood ratio statistics » (LRS), la propor- 
zione di casi osservati nel decimo decile di rischio sti- 
mato (DIO), la proporzione di casi osservati nel quinto 
quintile di rischio stimato (Q51 e il momento di primo 
ordine della distribuzione dei casi osservati in decili 
di rischio stimato (hll) e se viene posto uguale a 100 
il livello di discriminazione ottenuto con 13 fattori, 
si nota. dalla Fig. 1, che il 90 f$ di tale livello viene 
raggiunto con otto, dodici, due e due fattori a seconda 

, 



Tabella 4. -- Valori medi; deifattori di rischio nede t1a11i lieriii di rischio ttha6o ron la sol~qionc della funtionr lopiriica a 
13 fattori. Per le wità di misura u~di appendice. 

Lcgcndu: ETA = età; COL = colesterolemia; PAM = pressione srteriosa media; FUMO = fumo: RSSSP = rapporto statura 
aedutaistatura in piedi; RSB = rapporto spalle/bacino; SC - stato civile; NF = numero figli; DS -- dieta «speciale n; ECG 
= elettrocardiogramma alcersto; BC -- bronchite cronica; UP - ulcera peptica; AS = arco senile. 

dei quattro indicatori in ordine considerati rispettiva- 
mente. La discriminazione tra casi e non casi risulta 
soddisfacente, ma di non molto migliore di quanto 
osservato in precedenti soluzioni che non avevano esplo- 
rato tutti i 36 fattori disponibili (1617). Tuttavia le 
auote di «casi n collocati nel 10 O/,, nel 20 o/,. nel 30 V,, e nel 50 % della graduatoria di";ischio &ato so& 
41 %, 52 %, 73 % e 92 %. 

Le corrisoondenti auote nella soluzione a 26 fattori 
erano 41 %, 60 %, 68 % e 90 %. 

RISCHIO CORONARICO VS RISCHIO DI ALTRE CONDIZIONI 

MORBOSE. 

Per valutare questo problema stata quindi adottata 
la soluzione della funzione logistica multipla a 13 fat- 
tori sopra riportata ed il rischio coronarico, stimato 
sulla base della concorrenza dei 13 fattori, è stato cal- 
colato per tutti i soggetti iti esame, disposto in ordine 
crescente dal minimo al massimo e tale graduatoria 
è stata divisa in 10 classi equinumeriche (decili). In 
tali classi di rischio stimato sono stati quindi identi- 
ficati non solo i «casi » di CC, ma anche quelli di acci- 
denti cerebrovascolari fatali, di tumore maligno fatale 
e di morti per tutte le cause osservati nello stesso pe- 
riodo di tempo. La scelta degli accidenti cerebrovasco- 
lari e dei tumori maligni non t? causale, perché essi, 
assieme alla cardiopatia coronarica rappresentano le 
cause di morte piu comuni in queste popolazioni. Il 
risultato di tale operazione è rappresentato nella Fig. 2, 
dove è riportata anche la spezzata relativa alla cardio- 
patia coronarica. Un incremento nel numero di casi 
osservati, spostandosi dal 10 al 10" decile di rischio 
coronarico, è ossemabiie non solo per la cardiopatia 
coronarica, come v'era da aspettarsi, ma anche per 
tutte le altre cause di morte qui considerate (accidenti 

-- 
C 
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D E C I I I  DI RISCHIO CORONARICO 

FIG. 2. - Distribuzione di cari ossemti in decili di rischio 
cozonarico stimato con 13 fattori di rischio, pcr qwttro cntcgoiic 
di patologia fatale: M.T. = momlitb totale; C.C. = cardioparia 
cotomria; T. = tumori maligni; A.CV. = accidenti cercbro- 

vascolati. 



cerebrovascolari, tumori maligni e tutte le cause di 
morte). L'ipotesi zero, testata con il x q n  base alla quale 
la distribuzione dei casi nelle classi decili di rischio sia 
equinumerica, è respinta con p<0,001 per tutte le 
cause e i tumori, con p<O,Ol per la cardiopatia coro- 
natica, mentre il p per gli accidenti cerebrovascolari 
e compreso tra 0,05 e 0,l. Ciò significa che, per lo 
meno adottando questa tecnica, non possibile affer- 
mare che chi si trova - naturalmente - a basso rischio 
coronarico sia altrettanto naturalmente esposto ad 
un eccesso di rischio per altre importanti cause di morte 
o per tutte Le cause. Per avere un'idea delle caratteri- 
stiche dei soggetti apparten~nti alle varie classi di 
rischio sono riportati i valori medi dei vari fattori per 
ogni decile di rischio coronarico stimato (Tab. 4). Tutti 
i fattori presentano valori medi sostanzialmente cre- 
scenti dal decile 1 al decile 10 (ad eccezione dell'atti- 
vita fisica, del rapporto spalle/bacino e della dieta 
«speciale » che, avendo un coefficiente negativo, pre- 
sentano un decremento nello stessosenso). 

Sembra +ridi emergere abbastanza chiaramente il 
concetto in base al quale trovarsi a basso rischio coro- 
narico sia una condizione desiderabile anche per limi- 
tare le probabiliti di andare incontro ad altre impor- 
tanti condizioni morbose ad evenienza precoce e vice- 
versa. 

I risultati dell'analisi qui eseguita permettono di 
fare due considerazioni: 

o) l'estensione dell'analisi alla ricerca di fattori 
di rischio della cardiopatia coronarica, al di fuori di 
quelli più o meno considerati universali, permette di 
migliorare di quote marginali il potere predittivo della 
funzione di rischio multivariata, anche se in questo 
caso sono stati identificati per la prima volta, in questo 
materiale, fattori come l'arco senile, lo stato civile e, 
in forma subordinata, l'ulcera peptica, la bronchite 
cronica, la N dieta speciale n, il rapporto spalle/bacino 
e il numero di figli. Nel caso dello stato civile risulta 
che gli « instabili » (celibi, separati, vedovi) sono più 
csposti al rischio di ammalarsi degli « stabili » (sposati). 
Scarsa rilevanza ha dimostrato, ai fini della predizione, 
la presenza, all'esame iniziale, di altre malattie come le 
tireopatie, le nefropatie e le colecistopatie. Comples- 
sivamente il grado di discriminazione ottenuto dopo 
;iver vagliato 36 fattori non è molto superiore a quello 
ottenuto p.e. nell'analisi, a 10 anni di follow-up, 
con 7-11 fattori [16]. Peraltro sia la soluzione a 13 che 
quella a 26 fattori permettono di collocare oltre il 90 :& 
dei nuovi casi nel 50 o:, superiore della graduatoria di 
rischio. È chiaro tuttavia che da+ studi avviati molti 
anni fa diventa sempre più difficile estrarre informa- 
zioni per migliorare il livello di predizione e identifi- 
care, in specie, nuovi fattori che siano in grado di cam- 
biare la forma della curva di saturazione della discri- 
minazione (Fig. 1); 

b) questi risultati contraddicono quelli di alcuni 
altri studi nei quali - soprattutto in termini di analisi 
hvar ia ta  ed in relazione alla colesterolemia - sem- 
brava emergere un eccesso di rischio per N altre cause 
morbose non cardiovascolari » o per «tumori » nei 
sottogruppi di soggetti a basso rischio 118-241. Nel 

nostro caso, invece, trovarsi a basso rischio coronarico 
sembra essere sostanzialmente desiderabile anche ai 
fini di essere protetti contro l'occorrenza di altre con- 
dizioni. 

Quella impiegata in questo articolo è solo una delle 
tecniche utilizzabili per affrontare questo problema 
ed un approccio più sofisticato è in corso di studio 
da parte del nostro gruppo di ricerca. È importante, 
tuttavia, che già preliminarmente risulti scarsamente 
fondata l'ipotesi, in base alla quale trovarsi a basso 
rischio coronarico rappresenti un rischio potenziale 
di andare incontro ad altre condizioni morbose fatali. 

UuirA or msvaa DEI FATTORL DI RISCHIO CONSLDERAI-I 
NELL'ANALISL 

Arco scnile: O = assente; 1 - presente. 
Attivirà fisica lavorativa: 1 = sedentaria; 2 = moderata; 3 = ps- 

sante, in base a quertionario c confronto con tipo di lavoro 
dichiarato. 

Bronchite cronica: O = assente; 1 = presente, in base a crircri 
clinici facenti parte del protocollo dello studio. 

Calvizie: codice da 1 a 4 a seconda del grado. 
Cnpncità ritalc: indice espresso in dl di aria/satura in m. 
Circonferenza del braccio: in cm c mm al braccio ds in sede cqui- 

distante da acrornion ed olecranon. 
Colecistopatia: O = assente; 1 = presente, in base a criteri cli- 

nici hcenti pane del protocollo dello studio. 
Colestcrolemia: in mg/dl, metodo di Abel-Kendall modificato 

da Anderson e Keys. 
Diabete: O = assente; 1 = presente, in base a prcoenra di storia 

clinica di diabete che richiede impiega di farmaci specifici o 
di glicosuria clsudc. 

Dieta spceiak: O = assente; 1 = prfsente, in basc alla affcnna- 
ziotic del soggetto di seguire una dieta per scopi tcrapeutici. 

Elettrocardiogramma alterato: O = non alterato; 1 = altento in 
base alla presenza di un= qualsiai delle scgucnti altcmioni 
secondo il Codice del Minnesota: altciazioni minori di T ( 5 3 ;  
blocchi di branca incompleti (7.3 e 7.6); extrasistolia a ripow 
(8.1); qualsiasi alterazione dopo sforzo in soggetti cscnri a riposo 
di: ST (11,l-2-3); T (12.1-2-3); conduzione AV (13.1-2); 
conduzione intraventricolare (14,l-2); extrasistoli (15,l). 

Età; in anni arrotondati all'annivctsario più vicino. 
Familiarità per accidenti cerebrovascolari: O = asscntc; 1 = pre- 

sente. 
Familiarità per altre cardiopatie: O = assente; l = presente. 
Familiarità pcr diabete: O = assentc; 1 = presente. 
I'amiliarirà per infano: O = assente; 1 = presente. 
Familiarità per ipertensione arterima: O = assente; l = presente. 
Numcro dei figli: numero dei nati vivi. 
F'rcquenza cardiaca: in battiti/rnin dedotta da ELG a riposo. 
Fumo: numero medio di sigarctte fumate al  giorno. 
Iiidicc latcnlirà/linearità: (diametro biacromiale t diametro bicre- 

srale in crn/starura in cm) X 100. 

Indice di massa corporea: peso in kg/statura in (m)'. 
Mortalità precoce materna: 1 = vivo o deceduto per causa vio- 

lenta; 2 = deceduto per malattia infettiva prima di 65 a. o 
per altre cause dopo i 65 a,; 3 = deceduto per altra causa piima 
di 65 a. 

Mortalità precoce paterna: come per mormlit9 precoce materna. 

Nrfropatia: O = asscntc; 1 = prcsentc, in basc a criteri clinici 
facenti parte del protocollo dello studio. 

Spessore pliche cutance: somma di due pliche in mm, tdcipirale 
e sottoscapolarc ds. 

Pressione ancriosa media: in rnm Hg; diastoliu i (113 sistoliu 
incno diastolica). 3kdia di due misure in posizione supina al 
rrrmine di un csamc obirrtivo. Approasimarinne di 2 in 2 mm. 
Diastolica: V fase di Korotkoff. 



Proteinuria: O = assente: l = presente, con mctodu scmiquan- Ulcera peptica: O = assente; l = presente, in base a criteri cli- 
titativu. nici facenti parte del protocollo dello studio. 

Rapporto spalle/bacino: in cm e mm su diametri biacrornialc e Volume cspiratorio massimo in 314 sec: indice espresso in dl 
hicrcstalc. di aria in 314 secistatura in m. 

Rapwrto stl tun scdut;i/statura in ~ i e d i :  (statura seduta in cm/ Xantelasma: 0 = assente; 1 = presente. 
;&tura in piedi in cm) >< 100. 

. 
Partc del lavoro presentato in questo nrticolo è stata finan- 

Stato civilc: 0 = sposato; 1 = celibe, o separzto, o vedovo u ziata dal Contributo 81.00460,04 del CNR, in base all'lccordo 
altro. di collaborazione rciontifica Irala-Stati Uniti d'America. esistente 

Tireopatie: 0 = assente; 1 = presente, in hase a criteri clinici tra il Consiglio Nazionale dcllc Ricerche c la National Sciencc 
facenti pane dei protocollo dello studio. Foundation degli USA. 

Ririvulo il 6 maggio 1981. 
A m l l m  il 20 sectcmbre 1981 
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I1 rumore da traffico stradale costituisce il fattore 
di maggior disturbo per le popolazioni urbane e si 
ritiene che la sua incidenza tenderà progressivamente 
ad aumentare nel prossimo futuro almeno per quello 
che riguarda le proiezioni valutative effettuate sino 
all'anno 2000. Ricerche eseguite per I'OCDE, relative 
ad inchieste effettuate a Chicago, Londra, Parigi, New 
York e Nizza, hanno infatti dimostrato che, media- 
mente, il 63 0,o dei soggetti sottoposti ad intervista 
sono concretamente disturbati dal rumore del traffico 
stradale [2, 61. 

Numerose indagini realizzate in diverse città euro- 
pee ed extraeuropee hanno messo in evidenza situa- 
zioni di inquinamento acustico urbano che denunciano 
netti superamenti dei limiti di tollerabilith preceden- 
temente ricordati [7, 81. 

In particolare, una indagine eseguita a Roma nel 
1978 ha fornito, per alcune zone del nucleo urbano, 
valori medi di EQLD pari a 75,9 dBA, e di EQLN 
pari a 66.6 dBA; nelle stesse località l'indice di inqui- 
namento acustico giorno-notte (DNL) è stato-di 
76.4 dBA 191. . , 

Nella Fig. 1 sono riportati i valori presunti della 
percentuale di popolazione disturbata ed i relativi 
« gradi di protesta n, stimati da Kryter in relazione ai 
livelli di rumorosità rilevabili nelle aree esterne o all'in- 
terno di edifici [IO]. 

Nella stessa fieura è rioortato il DNL medio misu- - 
iato a Roma, in rapporto con i corrispondenti valori 
del grado di protesta prevedibile e della percentuale 
di popolazione disturbata. 

Al fir.e di poter effettuare efficaci interventi di pro- 
tezione attiva e passiva atti a contenere il livello di 
inquinamento acustico nelle aree urbane, è indispen- 
sabile poter disporre di attendibili strumenti analitici 
di calcolo per la predeterminazione del livello di ru- 
more da traffico veicolare in condizioni ambientali 
differenti ed in presenza di flussi di traffico di diversa 
entità ed a composizione variabile. 

In armonia con gli orientamenti adottati dalla ISO, 
dall'OCDE, dalla CEE e dal Gruppo di Lavoro per 
la definizione dei mezzi e delle unità di misura rela- 
tive alla identificazione dei limiti di rumorosith ammis- 

Arnbiintr .sterno DNL 

Ambienti int.tno DNL 

FIG. 1. - Cm,a c ~ n l i n w :  relazione fra L'indice DNL, i relativi 
gradi di protesta (ordinata a destra) c le percentuali di popola- 
zione disturbata, (ordinata a sinistra). Linea frd/tggidd: indice 
DNI. medio misurato a Roma e relativi gradi di protesta o per- 

centuali di popolazione dishirbata. 

sibili, istituito presso la Commissione di Esperti per 
i problemi del rumore del Ministero della Sanità, 
si è ritenuto opportuno prendere in consideraziope 
in modo particolare i metodi di previsione relativi 
alla determinazione del livello equivalente continuo 
di rumore (EQL). 

Sono state pertanto esaminate varie metodiche di 
calcolo basate sia su formule di regressione che sulla 
integrazione dei contributi energetid derivanti dai 
singoli eventi sonori [ I l ,  121. 

PROCEDIMENTI ANALITICI DI PREDETERMINAZIONF: DEL 

LIVELLO DI RUMORE DA TRAFFICO VEICOLARE. 

I procedimenti analitici di predeterminazione dei 
livelli di rumore generati dal traffico stradale, si incen- 
trano essenzialmente su due criteri di calcolo. Nel 
primo criterio rientrano quelle procedure che si ba- 
sano sulla correlazione tra il livello di rumore preve- 
dibile ed alcuni parametri caratterizzanti il traffico 
veicolare (veicoli/ora, composizione del traffico, velo- 
citi media) nonché le particolarità geometrico-mor- 
fologiche del sito di osservazione (rapporto fra lar- 
ghezza della strada ed altezza dei fabbricati, pendenza 
e condizioni del fondo stradale). Nel secondo criterio 
sono comprese quelle procedure che consentono la valu- 
tazione del livello di rumore attraverso la commisu- 
razione del suo contenuto energetico totale, espresso 
come sommatoria dei contributi derivanti dai singoli 
eventi sonori che si sono verificati nell'intervallo di 
tempo preso in considerazione. 

I procedimenti relativi al primo criterio di calcolo, 
che sono stati presi in considerazione nella presente 
indagine, sono quelli basati sulla formula di Griffiths 
e Langdon e su quella di Burgess [13, 141. 

Analiticamente la formula di Griffiths e Langdon 
ha la seguente espressione: 

EQL = L50 + 0,018 (L10 - L90)' dBA (1) 

La formula di Burgess è invece caratterizzata dalla 
espressione che di seguito si riporta: 

EQL = 55,5 + 10,2 logE + 
+ 0.3 p - 19,3 log ddBA (2) 

dove: 
F rappresenta il flusso orario veicolare; 
p è la percentuale di veicoli pesanti; 
d 6 la distanza in metri tra il centro della carreggiata 
laterale ed il punto di osservazione posto sul ciglio 
della carreggiata stessa. 

Nella (1) i livelli stitistici cumulativi (L10, L50, 
L90) sono stati calcolati utilizzando formule di cor- 
relazione ricavate sperimentalmente da Benedetto e 
Spagnolo attraverso una indaeine eseguita a Torino 
&l 'i976 [15]. 

Analiticamente questi livelli statistici cumulativi sono 
espressi nelle seguenti forme: 

L10 = 61 + 8,4 log F + 0,15 p - 11.5 log ddBA (3) 

L50 = 44,8 + 10,8 log E+ 0,12 p-9,6 log ddBA (4) 

L90 = 39,l + 10,5 log F + 0.06 p - 9,3 log ddBA (5) 

NeUe (3), (4) e (5) F, d e p assumono lo stesso signi- 
ficato che nella (2). 



Giova rilevare che tra le varie formulazioni propo- Se poi ciascun evento possiede lo stesso valore di 
ste da altri Autori per il calcolo dei livelli statistici SEL, il livello sonoro equivalente per n eventi che si 
cumulativi si t? preferito utilizzare quelle di Benedetto verifichino nell'intervallo T è espresso da: 
e Spagnolo perch.6 meglio rispondenti alle caratte- 
ristiche ambientali e del traffico delle citti italiane [7, 1 l]. 1 

EQL = 10 log -- n 10°JSEL dB.1 
I1 secondo criterio di predeterminazione dell'EQL. T (9) 

- .  
che come gii  accennato, si basa sulla commisurazione 
del contributo energetico dei singoli eventi sonori 
che si verificano in un intervallo di tempo T, utilizza 
come elemento di calcolo il SEL (Single Event Level). 

Come è noto, il SEL rappresenta il livello di un 
segnale continuo della durata di un secondo che pos- 
siede lo stesso contenuto energetico dell'evento sonoro 
considerato 1161. 

Analiticamente il SEL si esprime nella seguente 
forma: 

1 * 
SEL = IO log - /-a IOb1 * dt dBA (6) 

dove: AL è il livello di rumore ponderato nella scala A. 

Tenendo conto del fatto che il tempo di riferimento 
T, viene assunto convenzionalmente pari ad 1 se- 
condo e che praticamente l'intervallo di tempo di inte- 
grazione viene contenuto nel campo t, -- t,, nell'ambito 
del quale si verifica un decremento di 10 dBA rispetto 
al livello di picco (ALmax), la (6) si modifica in: 

SEL = 10 log 10°,'*L dt dBA (7) /. 
NeUa Fig. 2 è riportato il caso di un evento sonoro, 

quale potrebbe essere ad esempio quello determinato 

1- in $-di 

FIG. 2. - Raffronto tra i valori in EQL ed in SEL di un cvenm 

dal passaggio di un veicolo. L'intervallo t,- t, è quello 
che corrisponde ad un decremento di 10 dBA rispetto 
al livello di picco (ALmax); I'EQL ed il SEL sono 
stati calcolati e riportati graficamente in figura in rap- 
porto al suddetto intervallo t, -- t, [12]. 

Se in un intervallo di tempo T si verificano n eventi, 
ciascuno dei quali possiede un livello energetico SEL,, < livello sonoro equivalente, relativo a detto inter- 
vallo T, è espresso da: 

1 n 

EQL = 10 log - -  1 10°,'5"4 dBA (8) T 1-1 

Confrontando i due gruppi di metodiche di cnlcolo, 
si è giunti a risultati tra loro comparabili; i metodi di 
calcolo basati sulla integrazione dei contributi encr- 
getici relativi al singolo evento, tuttavia, iiltrc che 
sufficientemente attendibili, sono risultati p;irricolnr- 
mente maneggevoli nella formulazione di ipotesi pre- 
visionali, qualora si voglia intervenire sul volume, 
sulla composizione e sulla velocità del traffico icicu- 
lare, mentre utilizzando particolari fattori di ctirre- 
zione, è ugualmente possibile, come sarà precisnto in 
seguito, tener conto di determinate variabili ambien- 
tali [ l i j .  

Qualora si voglia utilizzare a fini previsionali il 
criterio d i  calcolo basato sul SEL, è necessario tener 
presente che i valori dei livelli di esposizione n1 ru- 
more, commisurati attraverso il contenuto energetico 
di singoli eventi, rilevati sperimentalmente, sono fun- 
zione, oltre che delle caratteristiche della sorgente 
emittente, anche delle particolariti geometriche e mor- 
fologiche del sito di misura. 

È pertanto desiderabile suddividere in gruppi omo- 
genei le differenti sorgenti mobili prese in esame ed 
è preferibile utilizzare valori di SEL sperimentalmente 
determinati nell'ambito territoriale entro il quale si 
intendono utilizzare le formule di predeterminuione, 
allo scopo di poter operare su condizioni ambientali 
e su un parco veicolare meglio confrontabili. 

Sulla base delle precedenti considerazioni, sono sr'ite 
effettuate a Roma determinazioni di livelli di rumoro- 
sitd per singolo evento in curva di ponderazione A,  
riferite a cinque categorie di mezzi di trasporto: auto- 
veicoli, veicoli industriali leggeri, veicoli industriali 
pesanti, motociclette e ciclomotori. Le rilevazioni, cse- 
guite su oltre duemilacinquecento campioni, scino sr.itc 
comunque proseguite sino alla stabilizzazione dei \dori  
statistici ottenuti; esse sono state effettuate su undici 
strade urbane chiuse, limitate cioè da edifici sii nmhc- 
due i lati e caratterizzate da un rapporto Llll' com. 
preso fra 0,5 e 2,O (essendo L la distanza fra gli edifici 
frontistanti ed 13' l'altezza dell'cdiiicio piu basso, rile- 
vata in corrispondenza del punto di misura) e su dicci 
strade aperte (prive cioè di edifici frontistanti o con 
distacchi maggiori del doppio dell'altezza dcll'edi- 
ficio più basso). 

La velociti media dei veicoli presi in considerazione 
è stata valutata attorno ai 50 km/h. Tutte le rilevazirmi 
sono state eseguite utilizzando un fonomctro intcgra- 
tore Bruel e Kjaer 2218, con microfono posto a m l,50 
dal suolo ed in corrispondenza del ciglio della strada, 
volto verso la corrente di traffico e ad una distanza 
non inferiore a m 1,50 da ostacoli verticali riiicttenti. 

La distribuzione statistica dei valori di SEL rilevati 
compare negli istogrammi riportati nelle Fig. 3, 4, 5, 
6 e 7, nelle quali è evidenziahile uno spostamento verso r 

destra (Jivelli più elevati del SEL) del diagramma, pas- 
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Fir;. 3. - Igtogmn>ma della distrihuzioiic statistica percentunle 
dellc classi di livello sonoro pcr singolo evento (Si%.). 
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FIG. 4. - Istogrnmrna della distrihuzionc statistica pcrccntualc 
dellc classi di lircllo sonoro prr s ingdo  evento (SLL). 

sando dai tracciati relativi alle strade chiuse a quelli 
riferiti a strade aperte. Questo spostamento risulta 
maggiormente evidenziato per le motociclette e per 
i veicoli industriali pesanti. 

L'andamento generale degli istogrammi, calcolati 
sui rilevamenti effettuati a Roma, è confrontabile con 
quello degli istogrammi ottenuti da Rocco a seguito 
dci rilevamenti eseguiti a Firenze nel 1979; i livelli di 

STRADE C H I U S E  

STRADE APERTE 

FLG. S. - Istograinrna della distribuzione st;itistica percentuale 
drlle classi di livello wnuro per s ingrk  evento (SEI.). 

MOTOCICLETTE 

2 0 : 4  

FLG. 6.  - Istogrsrnma della distribuiiimc statistica percentuale 
dcllr classi di livellr, sonoro per singolo evento (SEI.). 

SEI. misurati a Roma, tuttavia, tendono ad essere lie- 
vemente più bassi di quelli riscontrati a Firenze, fatto 
questo che potrebbe anche essere correlato con le spe- 
cifiche particolnrità morfolo~iche dei siti di misura 
o con le differenti caratteristiche o la diversa compo- 
sizione del parco veicolare prcso in esame 116, 181. 

1 valori di SOL, mediati per ciascuna categoria di 
veicoli e riferiti alle strade chiuse (con rapportn L/ t l '  
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FIG. i. - Istograrnrna ilrlln distribuzione statistica percenruale 
delle classi di livello sonoro per singolo cvcntu (SEL). 

compreso fra 0,5 e 2,0) ed a quelle aperte (prive di 
edifici limitanti o con rapporto L/Hf>2,0) ,  sono 
riportati nella Tab. 1. I suddetti valori sono stati arro- 
tondati a 0,5 dB, essendo stato constatato sperimental- 
mente che un maggior grado di approssimazione non 
ha influenza determinante ai fini della attendibiliti 
dei risultati analitici. 

Tabella 1. - I 'alori medinii di SEL (A) per sinpoi rate- 
gorie di eeiroli. 

Vdroli Veicoli 
TIPO DI STRADA :zii induirriali indurriiali Mo'"- Cic'o' 

l re.anri l i  m"rori 

Strade chiuse . . 7 6 . 5  80.0 86 .0  3 4 , 5  7 8 , 5  

Strade aperte . . 7 6 . 0  7 9 , s  34,5 82.0 7 7 . 5  

l'attendo da presupposti di suddivisione dei veicoli 
in cinque categorie omogenee relativamente alle emis- 
sioni acustiche e sulla base dei corrispondenti valori 
mediati d i  SEL, è possibile calcolare i valori dcII'EQL 
derivante dal contributo sonoro di differenti categorie 
di veicoli, attraverso la formula: 

dove: 
si rappresenta il numero di veicoli della medesima ca- 
tegoria che passano davanti al punto di osservazione ' durante il periodo di tempo considerato T (espresso 
in secondi). 

Utilizzando i d o r i  mediati di SEL misurati a Roma 
e riportati nella Tab. 1, la (10) si esplicita nelle due 

forme seguenti, qualora venga riferita a misure di 
livello equivalente orario di rumore (EQLh): 

per strade chiuse (con L/H' compreso fra 0,s e 2,O); 

EQLh = 10 log (n, 10"Bo+n, 107.95+n, IO8.*'+ 
-+ n, I0R.2O+n5 - 35,6 dBA (12) 

per strade :?perte o con L/H1 > 2. 

Nella (11) e nella (12) n,, n,, n,, n, ed n, rappre- 
sentano il numero di vcicoli/ora riferito alle cinque 
cntegorie considerate in Tab. I (rispettivameote n, = 

autoveicoli, n, = veicoli industriali leggeri, n, = vei- 
coli industriali pesanti, n, = motocicli ed n, = ciclo- 
motori). 

Effettuando gli sviluppi matematici delle formule (1 1) 
e (12), si ottengono le seguenti espressioni: 

per rtrade ihiuse: 
EQ1.h = 10 log (n, 4,467+n, 10+n, 39,811 + 

+ n, 28,184 + n, 7,079) + 34,4 dBA (l3) 

per rirade aperte: 
EQLh = t 0  log (n, 3,981 + n, 8,913 + 
+ n, 28,184 + n, 15,849 + n, 5,623) + (14) + 34,4 dBA 

CONFRONTO T R A  RIFULTATI DA POR\IcI.E PREVIIIONALI  

E VALORI  OTTENUTI CON MISURE STRU\IEN+LI. 

Ai fini della valutazione della affidabiliti offerta dai 
procedimenti di predeterminazione del rumore da traf- 
fico veicolare, è stato effettuato un confronto fra i 
valori teorici calcolati attraverso varie procedure nna- 
litiche ed i corrispondenti valori sperimentali rilevati 
utilizzando un analizzatore in tempo reale Bruel & 
Kjaer 2131 A, connesso con un minicalcolatore B & K 
7504, predisposto con un programma per l'analisi sta- 
tistica del fenomeno acustico e collegato con una scri- 
vente B & K 6401. 

Le procedure analitiche prese in considerazione sono 
essenzialmente riconducibili a formule di regressione 
o ad espressioni basate sulla commisurazione dei con- 
tributi energetici per singolo evento. 

In particolare i metodi riferibili al primo gruppo 
consistono nella utilizzazione delle citate formule di 
Griffiths e I.angdon (I) e di Burgess (2). Per il crite- 
rio di calcolo basato sul contributo dei singoli eventi, 
sono stati seguiti due procedimenti: il primo è quello 
proposto dagli A .  riportato nelle formule ( I l )  e 
(12) e riferito a cinque categorie di veicoli; il secondo 
i: quello proposto da Rocco, riferito a tre categorie 
di veicoli e hnsato per il calcolo dell'EQL sulla cspres- 
sione (10) nella quale i valori del SEL vengono valu- 
tati come segue: 

per ~,eizoli 1c:ggrri (rnotoiirli e ridomotori): 

SEL -79.2-6,7 log L/IldBA(per L/t l1,5.&) (15) 

per wicoli mrdi (oriiomiiwe): 
SEL 77-5,7 log L111 dBA (per L/II l &  j (16) 

per wiioli pemnti (ueiroli indurtriali <ggeri e r'eicoli indu- 
drioli pe~at~t i )  : 

SEI. = 87,3-6,9 log L/II  dBA (per L iHr :  2,5) (17) 



Per valori di L/H superiori ai limiti sopra indicati, 
il valore del SEL t rispettivamente di 79,2 dBA per 
i veicoli leggeri, di 77 dBA per i veicoli medi e di 87,3 
dBA per i veicoli pesanti [16]. 

Il confronto fra i valori calcolati attraverso le for- 
mule di predeterminazione e quelli misurati attraverso 
rilevamenti strumentali è sinteticamente effettuato nelle 
tabelle 2 e 3, relative rispettivamente a strade chiuse 
ed a strade aperte. Nelle tabelle suddette le colonne 1, 
2, 3 e 4 si riferiscono rispettivamente ai valori di EQL 
calcolati secondo le formule proposte da Cosa e Nicoli, 
da Rocco, da Burgess e da Grifirhs e Langdon, men- 
tre la colonna 5 riporta il valore di EQL misurato 
strumentalmente. Nelle ultime quattro colonne (5 - l), 
(5 - 2), (5 - 3), (5 - 4), sono indicate le differenze 
tra EQL misurato ed EQL calcolato secondo i criteri 
utilizzati per ottenere i valori delle colonne 1, 2, 3 e 4. 

Si precisa che nella Tab. 2 ii valore di EQL per 
Via 4 Novembre, calcolato secondo i criteri della 
colonna 1, tiene conto di un incremento di 1 dBA 
per la correzione relativa alla pendenza stradale (i = 3Uj,), 
mentre nella Tab. 3 il valore di EQL per Via Prene- 

stina, calcolato secondo i criteri della colonna 1, è 
incrementato di 3 dBA, essendo stata effettuata una 
correzione relativa alla velocità media di percorrenza 
dei veicoli (v. n 80 km/h). I richiamati criteri1 di 
correzione saranno più dettagliatamente illustrati nella 
parte conclusiva della presente pubblicazione. 

Esaminando in dettaglio i dati riportati nelle ultime 
quattro colonne delle Tabelle 2 e 3, si può constatare 
la maggiore affidabilith dei metodi basati sulla commi- 
surazione fra valori di SEL e numero dei corrispon- 
denti eventi sonori verificatisi nella unita di tempo 
presa in considerazione (Cosa e Nicoli, Rocco) rispetto 
a quelli che utilizzano formule di regressione (Burgess, 
Griffiths e Langdon). 

Il primo gruppo di sistemi di predeterminazione for- 
nisce risultati con errore ( 1 dBA nel 40 0,h - dei 
casi e 5 3 dBA ne11'88 % - dei casi, mentre il secondo 
gruppo di metodi consente di ottenere risultati con 
errore 2 1 dBA solo nel 25 U,a - e con errore i 
3 dBA solo nel 62 0/" - delle calcolazioni. 

La meno affidabile delle metodiche prese in esamc 
appare quella di Burgess (233 7;  di errori > 4 dBA 

Tabella 2. - Confrono tra EQL cu~coluto ed EQL misurato in l I strade chiuse di Roma. 
-- p---- 

L N. EQL cilcolsto EQL 
DiUerenrs EQL ml~urarn  

S T R A D A  - "~IcoII/ "18". 
meno EQL  alc col sto 

H *  or. ,sto 

(I) (1) (31 ( B  (51 (5-11 (5-2) 15-31 15-41 

Via Candis .............................. 0,90 2.238 76 , l  77,7 73.4 75,O 75,2 -0 ,9  -2 ,s  + 1 ,8  + @ , l  

Via Nazionale ............................ 1.70 1.182 74,6 75,3 73,6 74.9 77.6 + 3,O + 2,3 + 4,O + 2 ,7  

Via Cavour ............................. 1.40 2.472 77 , l  77 ,9  76,4 77,7 77,5 + 0 , 4  -0.4 + 1 , l  -0,Z 

ViadelCorso ............................ 1,20 651 72,4 73,3 70,s 72.1 73,9 + 1 , 5  + 0 , 6  + 3 , 4  + I , R  

ViaAcquaBullicmte ...................... 1.70 2.223 75,9 77 , l  76,O 77,3 74,6 -1 ,3  -2.5 - l , 4  -2,7 

ViadelTritone .......................... 0,90 1.818 77,2 79 , l  75,I 76.5 79,7 + 2 , 5  + 0 , 6  + 4 , 6  + 3 , 2  

Via del Babuino . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,80 657 71,5 74,2 73,O 73,5 73,6 + 2 , l  -0 ,6  + 0 , 6  -0.1 

CorsoVittorioEmanuele ................ 0,90 1.404 76,2 78,O 74.7 75.8 78.8 + 2 , 6  + 0 , 8  + 4 , 1  + 3 , 0  

ViaCencda .............................. 0,90 303 67,6 69.4 65,2 67.8 6 6 . 4 - 1 , Z - 3 , O  + l . Z - 1 . 4  

VinXXSettembre ...................... 0,90 2.010 75.6 76.6 76,2 77,3 75.8 + 0 , 2  -0.8 -0,4 -1,5 

Via4Novembre(i=30/o) . . . . . . . . . . . . . . . .  1,20 3.678 80,O 79,6 75.7 78 , l  79.6 - 0 , 4  0,O + 3 , 9  + 1 , 5  

Tabella 3. - Confronto tra EQL culcoluto ed EQL misurufo in 10 strade aperte di Roma. 
p-.--- -. 

L N. ERI. cslcolsio EQL Dlficicnn, EQL mliuntii 
S T R A D A  - dcicoli/ mtsu~ meno EQL calrolaiii 

H' oir 1.1" 

( I )  (21 (3) l41 (5) 5 -  5 - 2 1  5 3  (5-41 -- 

Via Baccelli .............................. - 1.440 73.3 75.2 74 , l  75,6 73,9 + 0 , 6  -1.3 -0.2 -1 ,7  

Via delle Tre Fontane.. ................... - 1.338 74.0 76,3 72,9 74,8 73,6 - 0 , 4  -2,7 + 0 , 7  -1 ,2  

Via Prenestina km 17,6 (v, = 80 km/h) .... - 315 7 l , 6  71,3 76,3 74,3 73,2 + 1 , 6  + 1 , 9 - 3 , l  -1.1 

Via S. Paolo del Brasile. ................... - 627 71,6 73,5 71,2 72,5 73,4 + 1 ,8  - 0 , l  + 2,2 + 0 , 9  

Via dei Gordinni .......................... - 687 70,4 73,O 68,8 71.3 71,7 i 1.3 -1 ,3  + 2 , 9  i 0 , 4  

Via Mantegna ............................ - 1.212 73,O 75.2 77 , l  7 7 , l  73,O 0.0 -292 -4 , l  - 4 - 1  

Via Pim della Mirandola .................. - 825 71,7 74,8 70,2 72,4 70.8 -0 ,9  -4,O + 0 , 6  -1.6 

Via Fiorentini ............................ - 1.146 74,5 76,5 61,9 68.4 73,3 -1,2 -3,2 + 1 1 . 4 ~ 4 ~ 9  

Via P. Twliatti .......................... - 636 70,4 73,7 61,5 67 , l  73,8 + 3 , 4  + O , [  + 1 2 , 3 + 6 , 7  

ViaGillia ........................ ........ 2.3 1.815 75,3 76, l  72 , l  74,8 71 , l  -4.2 -5,O -1,O -3.7 
-- 



con massimi rilevati sino a 12,3 dBA, 57,2 % di er- 
rori S 3 dBA); i criteri di calcolo di Cosa e Nicoli, 
di Rocco e di Griffiths e Langdon consentono invece 
rispettivamente di ottenere previsioni con errore 2; 
3 dBA rispettivamente nel 90,5 %, neIl'85,7 % e nel 
66,7 % dei casi, mentre errori superiori a 4 dBA si 
verificano nel 4,8 % dei casi per i primi due metodi 
(errore massimo rilevato 4,2 dBA per il primo e rispet- 
tivamente 5,O dBA per il secondo dei metodi suddetti) 
e nel 14,3 % dei casi per la metodica di Griffiths e 
Langdon (errore massimo rilevato 6,7 dBA). 

Nella Tab. 4 sono riportati gli scarti medi (m) tra 
i valori misurati ed i valori.calcolati, assieme con le 
corrispondenti deviazioni standard (a) in relazione ai 
quattro procedimenti di predeterminazione analiz- 
zati. I dati della tabella suddetta confermano le consi- 
derazioni gii fatte in merito alla attendibiliti delle 
procedure esaminate. 

Tabella 4. - Confronto tra gli scarti nlcdi (m)  e b corri- 
spondenti devia+ni standard (a). 

Scarto erocdimcnti di predaermIn.rione 
medio 

TIPO DI STRADA & Cdffitha 
ara"*rd e ROCCO RUTPI. e 

Nirall Lingdon 

Strade chiuse + stra- m 0.50 - I ,  l 1  2 , 1 2  0,30 
de aperte (n. 21) { C 1,83 1,92 3,98 2.74 

- - - -p---- 
~ -- 

UTILIZZA~IONE DEL CRITERIO DEL SEL PER I L  CALCOLO 

DEGLI INDICI COMPOSITI DI INQUINAhlENTO ACU- 

STICO. 

È noto che la valutazione del grado di inquinamento 
~custico presente in una determinata zona può essere 
effettuata attraverso indici che commisurano la espo- 
sizione ai rumori durante l'intero arco delle 24 ore. 
Questi indici, ordinariamente denominati CAL (Com- 
posite Annoyance Levels), sono rappresentati dal N Li- 
vello Equivalente continuo di rumore per 24 ore* 
(EQL24), dal « Day-Night Level n (DNL), dal Hourly 
Noise Equivalent Leveln (HNEL 24) e dal u Com- 
munity Noise Equivalent Level » (CNEL) [7, Il]. 

Gli indici suddetti possono essere calcolati partendo 
dai valori di SEL riferiti alle singole categorie di vei- 
coli, attraverso le seguenti espressioni: 

EQL24 - 10 log 2 nodi lW1 ""1. ( l:i 
- 49,4 dBA ; (18) 

CNEL= 10 log n,, 1 0 ° ~ L s n ~  + CI 
+ 49,4 dBA (21) 

dove: 
n,,, n.,, n,, ed a, rappresentano rispettivamente 
il numero di veicoli (per ciascuna categoria) tran- 
sitanti davanti al punto di misura rispettivamente 
durante tuito l'arco delle 24 ore o nelle ore diurne 
(7-19), serali (19-22) o notturne (22-7) e SEL, 
si identifica con il contributo energetico per sin- 
golo evento, riferito a ciascuna categoria di vei- 
coli ed analiticamente definito attraverso la (7). 

I metodi di predeterminazione basati sulla valuta- 
zione dei contributi energetici per singolo evento, of- 
frono fra l'altro il vantaggio di poter valutare le varia- 
zioni di rumorosith che si determinano modificando 
la percentuale delle differenti componenti veicolari 
nell'insieme dei flussi di traffico (ad es. soppressione 
o riduzione del transito di autoveicoli industriali pe- 
santi) o intervenendo direttamente sulle sorgenti di 
emissione (ad es. riduzione dei livelli massimi di mmo- 
rositi ai fini della omologazione dei veicoli). 

Facendo riferimento, in particolare, ad una situa- 
zione reale rilevata a Roma (Corso Vittorio Emanuele) 
si è potuto infatti calcolare che la soppressione del 
traffico pesante, che nel caso in esame aveva una inu- 
denza del 13 %, determinerebbe una riduzione di 2.2 
dBA dell'EQLh predeterminato. 

In modo analogo si è potuta valutare la diminu- 
zione di EQLh in base alle prevedibili riduzioni del 
SEL conseguenti all'abbassamento dei limiti di emis- 
sione sonora previsti dalla CEE nel prossimo decen- 
nio, ai fini della omologazione dei veicoli [6]. 

Sulla base di un calcolo eseguito con valori di S E 4  
stimati secondo un criterio di larga approssimazione, 
nelle stesse condizioni di traffico precedentemente esa- 
minate, in Corso Vittorio Emanuele il valore dell'EQ1.h 
subirebbe una riduzione di circa 6 dBA. 

Qualora poi si voglia tener conto di altre variabili, 
legate alle caratteristiche geometriche e strutturali del 
sito di misura o si desideri rapportare i valori di EQL 
ottenuti ad una distanza standard dalla parete degli 
edifici considerati (criterio OCDE, CETUR, ecc.) [2, 191 
o predeterminare, con una certa approssimazione, i 
livelli di rumore all'interno dei locali che si affacciano 
sulla strada presa in esame, si potrà integrare il valore 
precalcolato di EQL utilizzando due serie di speci- 
fici fattori di correzione ed ottenendo valori compo- 
siti risultanti che potranno essere denominati Equi- 
valent Level Forecast (EQLF) ed Equivalent Level 
Forecast Adequate (EQLFA). 

Nel primo caso pertanto: 

EQLF = EQL + A, + 1, $4 + A, dBA (22) 
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dove: 

A, : 

A. : 

4 :  

A, : 

fattore di correzione per le caratteristiche geo- 
metriche del sito di misura: deve essere valu- 
tato pari a + 1 dBA, qualora si utilizzino i 
valori di SEL per straàe chiuse, nel caso che 
il rapporto L/H' delle strade prese in consi- 
derazione sia < 0.5; sempre utilizzando i sud- 
detti valori di SEL, A, sari uguale a - 0,s 
dBA per strade con edifici da un solo Iato. 

fattore di correzione per la velocità media dei 
veicoli: deve essere preso in considerazione 
per strade di grande comunicazione o per auto- 
strade, assumendo valori di 2 dBA per ogni 
incremento di 15 km/h della velocita media 
dei veicoli in transito nella fascia di velociti 
compresa fra 60 e 120 krn/h. 

fattore di correzione per la pendenza della strada: 
t di O dBA per pendenze sino al 2 %, mentre 
per pendenze superiori aumenta di 1 dBA per 
ogni ulteriore incremento unitario della pen- 
denza della strada stessa. 

fattore di correzione relativo alle caratteristi- 
che del fondo stradale: esso comporta incre- 
menti compresi fra 2 e 5 dBA per fondo stra- 
dale con trattamento superficiaie antisdruccio- 
levole e fra 3 e 7 dBA per fondo stradale lastri- 
cato o in mediocri o cattive condizioni di manu- 
tenzione. 

Qualora si desideri rapportare i valori di EQLF 
ad una distanza fissa dalla parete degli edifici fronti- 
stanti (m 2, ad es., come prescritto, dalle norme fran- 
cesi del CETUR) [l91 o riferirli a vani prospicienti la 
strada, potri essere utilizzata la seguente espressione: 

EQLFA = EQLF + & + Ah + A, dBh P) 
dove : 

4 : fattore di correzione per la distanza: poiché 
il traffico veicolare deve essere considerato 
come una sorgente sonora lineare, tale fattore 
deve cssere valutato pari a - 3 dBA per ogni 

raddoppio della distanza fra l'asse della car- 
reggiata ed il ciglio della strada presa in con- 
siderazione (punto teorico di misura). Easendo 
generalmente modeste le distanze considerate', 
si trascurano i fattori di correzione per l'assor- 
bimento al suolo e quelli legati alla tempera- 
nua dell'aria ed alla umiditi4 atmosferica. 

fattore di correzione relativo all'altezza dal 
suolo del piano dell'edificio considerato: l'atte- 
nuazione può essere mediamente valutata non 
superiore a 1 dBA per ogni piano a partire 
dal primo; tale fattore di correzione tuttavia 
può fornire valori imprecisi in presenza di 
accentuati fenomeni di riflessione (più fre- 
quenti nelle strade strette) e comunque non 
deve essere utilizzato per strade con rapporto 
L/H' < 1. Nel caso di strade aperte e per edi- 
fici posti a considerevole distanza dall'asse della 
strada, A, diviene eguahnente impreciso; in  
tale evenienza A, e A, potranno essere sosti- 
tuiri da &, valutato secondo la congiungente 
fra asse stradale e punto della facciata dell'edi- 
ficio in corrispondenza del quale si desidera 
valutare il livello di rumore prevedibile; per 
distanze superiori a m 300 sari necessario tener 
conto, ai fini del calcolo di predaerminazione, 
della temperatura e dell'umidita dell'aria, non- 
ché dell'effetto di assorbimento al suolo del 
rumore. 

fattore di correzione legato alle caratteristiche 
dei serramenti: la attenuazione da conside- 
rarsi dovri essere compresa fra 10 e 15 dBA 
per serramenti ordinari, ma può salire fino a 
25 + 45 dBA per serramenti speciali o mul- 
tipli. In questo caso, per semplicit8. di calcolo, 
non si tiene conto del fattore di assorbi- 
mento acustico degli ambienti presi in consi- 
derazione. 

Le misure fonameuicbc c i rilievi sul acllfico stndale -no 
stati cscguiti dai Sigg. Remto Fuselli c Picro Savini del hbo-  
nmrio di Igiuie d d  territorio Istituto Superiox di Sanità. 

R*suu(o il 29 maggio 1981. 
Arntlafo il 23 scttembi. 1981. 
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Metabolismo di sostanze genotossiche in specie animali e vegetali 

P. ADE (a), R. ESPOSITO, E. FUNARI, h. RAhlUNDO-ORL.kND0 (6 )  e V. SILANO 

Luboratorio di Tossicologia, Istituto Superiore di Sanità, Roma: a )  borsista presso il laboratorio; 6 )  ospite presso il Laboratorio. 

Riassunto. - Questo lauoro i i~n'analisi critica del 
ruolo del metaboliuno nell'esprmione del potenziale tossiro 
delie sostaqe genotossiche. In particolare, vengono sinteti- 
rumente discussi la natrlra dei pid importanti gruppi di 
agenti genotossici precursori e /Fna/i e i principali meccanismi 
di  uttiua~ione e detossi~ca~ione, incluse le reazioni di ossid+ 
riduzione e di coniiga~ione. Una larga parte di questa rus- 
s e ~ ~  è dedicafa ad e~iden~iarc in  modo fomparato i rkmtazgi 
e i limiti dei diversi sistemi in vitro (colture cellulari, fra- 
zione S9 e microsomi pwi/ìcati) disponibili per lo studio 
del metabolirmo in organismi animali e uegetali. Viene, 
inoltre, fornitu una dettagliata descrizione degli uspetti me- 
todologici essen~iali che possono arsicnrare un eficace uso 
d i  tali sirtemi. 

Infine, viene discussu l'influenza sul metabolismo di fattori 
cortitutiui e ambientali, e in particolare guella delle principali 
categorie di induttori enzimatici. 

Summary (Metabolism of Genotoxic Compounds in 
Anima1 and Plant Species). - This critica1 review deals 
wizh the role o/ metaboiism in control/ing expression o/ toxic 
potential o/ genotoxic compounds. In porticular, nature of 
principal groups of precursor and f i a l  genotoxic agents and 
mqar biofran./orm/ion merhanisms o/ t h e  c o m p n d s  are 
briepy discursed. A forge pari of thir paper is deriored to 
a comparutiue analysis o j  aduuntages and disaduantages of 
tbt a~ailable i n  vitro ystems (cell cultnres, $9 fruction, 
and microsomal preparutions) /or the study o/ metabolism 
in  unirnols and plants. A detailed dircussion o/ mrthodo- 
logica/ arpectr which should be taken into account to use 
effectiueb these rystems is also incl~uied. Lust/y, infience of 
intrinsic and enuirot~met~tai/actors on metabolism is disc~~ssed 
with particulur emphusis on the sign13cance of major groupr 
o/ mefabohm inducers. 

I1 decennio 1970-1980 è stato caratterizzato dal 
punto di vista del progresso tecnico-scientifico e sani- 
tario dei Paesi industrializzati come quello di una più 
completa presa di coscienza da parte dei Governi dei 
pericoli posti per l'ambiente da produzione, uso e com- 
mercializzazione dei prodotti chimici. Esso 2 stato, 
altresì, quello della elaborazione e prornulgazione di 

sistemi legislativi per un efficace controllo delle so- 
stanze tossiche nell'ambiente. Tali realizzazioni legi- 
slative, tuttavia, non potranno divenire pienamente 
operanti finché la coniunità scientifica non avrà supe- 
rato una serie di carenze conoscitive che rende al mo- 
mento ancora problematica la previsione e/o stima del 
rischio per l'ambiente derivante da numerosi prodotti 
chimici. Nondimeno, poiché ormai gli strumenti legi- 
slativi sono in via di definizione e vi è una notevole 
pressione sulla comunità scientifica da parte dell'opi- 
nione pubblica e del mondo del lavoro e della produ- 
zione, sembra ragionevole prevedere che gli anni dal 
1980 al 1990 potranno essere quelli di un salto di qua- 
lità nella nostra capacità di intervenire preventiva- 
mente nel controllo degli effetti dei composti chimici 
sull'ambiente. 

Nel 1976 il Congresso degli Stati Uniti d'America 
apprnvb il Toxic Substunces Contro1 A c t  (TSCA) per 
regolare la produzione e il commercio dei composti 
chimici (Public Law 94-459 oct. 11; 1976-90 STAT. 
2003). Il TSCA rappresenta un tipo di legislazione per 
il controllo dei prodotti chimici che presuppone la 
simultanea valutazione del rischio per l'uomo deri- 
vante dall'espnsizione all'agente chimico e degli effetti 
a breve e lungo termine del prodotto chimico sull'am- 
biente. Tale sistema legislativo è un riconoscimento 
del fatto che l'ambiente è un sistema globale di cui 
l'uomo è parte integrante e che la sopravvivenza del 
genere umano è interamente dipendente dalla conser- 
vazione dell'ecosfera. Simili legislazioni sono state 
adottate dal Canada, Norvegia e Svezia. 

La legge TSCA rende necessario esaminare le so- 
stanze chimiche non solo per valutare i loro effetti sugli 
organismi sperimentali e sull'uomo, ma anche per i loro 
meno evidenti, ma a volte più duraturi, effetti sull'am- 
biente naturale dell'uomo. Inoltre, la TSCA dà pieno 
riconoscimento al fatto che la pericolosità di una so- 
stanza chimica non può essere espressa solo in termini 
di tossicità, ma che essa dipende anche dalla sua persi- 
stenza e mobilità ambientale che determinano l'entità 
dell'esposizione delle specie ambientali. Le investiga- 
zioni e i dati necessari per pervenire a tale valutazione 
sono essenzialmente di 4 tipi (Tab. 1). 

Tra il 1975 e il 1976 anche la Comuniti Economica 
Europea incominciò a studiare un approccio legisla- 
tivo allo scopo di proteggere la salute e garantire la 
sicurezza dei lavoratori esposti anche incidentalmente 



Tabella 1. - Proue di tossicitù cd crotossirità prcuiste dalia 
kac TSCA (USA) (*) 

I) Prove per effetti sulla salute: 

A) Cancerogenesi 
B) Mutngenesi 
C) Teretogenesi 
D) Riduzione della fertilità 
E) Alterazioni comportamentali 
F) NeurotosaicitB 
G) Epstotossicitb 
H) Tossicith sul sistema cardiovascolare 
I) Tosaicitb rende 
J) Tosaicitb acuta 
K) Sensibilirrarione cutaneo 
L) Torsicità gcnerslc subcronica e cronica 
M) Effetti cumulativi, sinergici, antagonistici, additivi e 

potenzianti 

2) Prove pcr effetti niil'ambimte: 

A) Inibizione di cnscita di batteri 
B) Inibizione di creacita di alghe 
C) Inibizione di crescita di macrohte acquatiche 
D) Inibizione dclla germinaxione di semi 
E) Inibizione della crescita di germogli 
F) Tossicith acuta per invertebrati 
G) Tosaicitb acuta per pesci . - 

H) Tossicith por uccelli attraverso alimentazione 
I) TassicitP cronica per invertebrati 
I) TossicitA per pesci nello stadio critico di sviluppo .. - ~ 

K) Bionccumulazione nei pesci 

A) Potenziale di corrosione e redox 
B) Studi di trasformazione e degradazione nella troposfera 
C) Studi di dcgrsdazionc stratosferica 
D) Studi di trasporto nell'stmosfera 
E) Spettri di assorbimento di radiazioni UV della fase 

vsporc 
F) Studi di solubilitB 
G) Coethcicnte di ripartizione ottanolo/acqua (misure e 

calcoli) 
H) Misure di tendone di vapore 
1) Studi di assorbimento nel molo 
J) Studi di assorbimento della fase vapore 
K) Studi per 1s soglia olfattiva 
L) Studi di combustione e pirolisi e analisi teoriche 
M) Misure dclla permeabilità della sostanza attraverso 

guanti usati da iavmtari o consumatori 
N) Detcrminarionc dei punti di ebollizione, fusione, subli. 

marione 
O) Misure di denaità ( ~ e t  gaa, liquidi o solidi) 
P) Misure delle costanti di dissociarione 
Q) Studi di inhammabilid o esploaività 
Io Misura della dimensione delle mrticclle -~, ~ ~~ 

S) Misure di pH 
T) Studi di incompatibilith chimica e analisi teoriche 
U) Studi di biode&darionc 
V) Studi di idrolisi 
W) Studi di ossidarione in acqua 
X) Studi di degradazione fotochimica in acqua 
Y) Studi di destino ambientale in acque nahirali 
2) Dati spettrali 

nei luoghi di lavoro e per tutelare l'integritd dell'am- 
biente. A quel tempo già esisteva nella Comunjth, la 
Direttiva del Consiglio 671548, adottata per la prima 
volta nel 1967 ed emendata numerose volte. 

Nel settembre 1976 la Conimissione invib al Consi- 
glio la sesta di una serie di modifiche alla Direttiva 
1967. Questa proposta è nota come « V I  modifica u 
ed in sostanza l'equivalente comunitario della legge 
TSCA per quanto riguarda gli aspetti relativi alla no- 
tifica preventiva alla commercializzazione. La sostan- 
ziale differenza tra la legge TSCA e la proposta di VI 
modifica CEE è nel fatto che quest'ultima non riguarda 
le sostanze gid presenti in commercio, che anzi sono 
esplicitamente escluse. Inoltre, la VI  modifica non pre- 
vede alcuna esplicita od implicita autorizzazione dei 
prodotti ed è solo un meccanismo per consentire all'Am- 
ministrazione sanitaria di essere informata e super- 
visionare l'immissione sul mercato delle sostanze 
chimiche. Secondo il disposto della proposta di VI 
modifica, con la notifica deve essere presentata ali'Am- 
ministrazione sanitaria una documentazione contenente 
le informazioni necessarie per valutare i rischi imme- 
diati e differiti che le nuove sostanze possono presen- 
tare per i'uomo e per l'ambiente. In  particolate, la 
proposta di Direttiva prescrive per tutte le nuove so- 
stanze i seguenti dati: 
- identitd della sostanza; informazioni relative all'uso 

proposto ed alle quantiti importate c/o prodotte; pro- 
prieth chimico-fisiche: punto di fusione, densita rela- 
tiva, ecc.; dati tossicologici (effetti acuti, effetti irri- 
tanti, effetti corrosivi sulla pelle e sugli occhi, saggi 
di sensibilizzazione e di mutaeenesi): dati ecotossico- 
logici (effetti acuti sul pesce e sulla Daphnia, saggi di 
biodegradazione); possibilità di rendere la sostanza 
non tossica. 

Un'altra possibiliti prevista dalla VI  modifica è 
quella di estendere la richiesta di dati tossicologici ed 
ecotossicologici in modo progressivo con l'aumen- 
tare della quantitd commercializzata. In  altri termini, 
è previsto dalla VI  modifica uno schema gerarchico di 
saggi per le sostanze tossiche. Per quanto riguarda gli 
aspetti ecotossicologici, lo schema gerarchico è mo- 
strato in Tab. 2. La V1 modifica della Direttiva 6715481 
C E E  2 stata approvata in data 18 settembre 1979, 
pubblicata nella G.U. C E E  L. 259, v. 22, p. 10 del 
15 ottobre 1979 e recepita in Italia con il D.P.R. 
n. 927 del 24 dicembre 1981. 

Un aspetto che merita particolare approfondimento 
nell'ambito dei problemi conoscitivi per una corretta 
interpretazione dei risultati dei saggi di tossicita sui 
diversi organismi ambientali, è quello del metabolismo 
comparato delle sostanze tossiche, e particolarmente 
di quelle genotossiche (l), in tali organismi. Questa 
rassegna critica, pertanto, prende in esame le princi- 
pali recenti acquisizioni scientifiche sulla natura degli 
agenti genotossici, sui meccanismi della loro attiva- 
zione, sulla induzione enzimatica di organismi di diversa 
complessit~ biologica. Inoltre sono descritte in modo 
sintetico le principali metodologie disponibili per lo 
studio in r.i,'ro del metabolismo delle sostanze geno- 
tossiche. 

4) Dati rehiui all'crpmizione di persone o dell'nmbienre allo 
sostanza 

(1) Gli eKetti tossici, ictali ed enditari dcllc sostanze chimiche! 
derivanti da intemioni con il materiale gcnctico, sono descritti 

(') Di: Federal Register (1979). con il termine genotossicità. 



T,lbella 2. - S c h r » ~  .s?qr:iir?inlr pcr le iiidnyini mroriico- 
l?qirl,e seiondo 1'nlle.qato I . dcli<i ['I ,,,od1,6cn della Di>rt- 
tira CEE 79'831, recepita i11 Italia con il D . P . R .  
n. 927 de/ 24 dicen~hre 1981. 

J.wdlu 0 (iiossicr di hnse prr rutte le sostanze di cui P previ. 
sta una iiniiiisrionz sul riiercsro superiore ad 1 riinnrlliin: 

Degradazione hiotica r ubiocicn (dovrebbero essere deter. 
minati alineno il BOD e i l  rappurro BOD;COD). 

Liv4lo I (p& esscie richiesto per invniisioni da 10 riiniiel- 
Intc anno o di 5fi connellate coiiiplessive: P uhbligatorio 
da i00 r/anno a 5L'O t cutiili): 

- Prova di crescita nlgnle; 

- Tossiciti n lungo termine con pesce e D<ipliiiia; 

.- Test di bioaicumulo (pesce): 

- Tossicita scura su Anrllidi rcrrestri; 
- Tossiciti ncutn su Inietti; 

- Tussiciri acuta su Ilccelli; 

- Tossicivi acutu su Bsttcri: 

- Inihiiione della crescita di macro6re terrestri. 

L i d l o  I (obbligntorio pcr iiiiniissioni di 1000 tianno o di 
5000 t ~oiiiplessive): 

- Ulteriori prove di hioaccumulo; 
- Ulteriori prove di toisicitl n lungo rermine su spccie 

nppnrteiienri a diversi composti ;nnibienrali; 

- Studi di hiomagnificaiionc con erosistemi di laboratorio. 

1.c sostanze gcnotossichc, siiircticlie o ii;iiurali, qicsso 
rwri sono  attive per P, mi nccrssitani> di unn trasfor- 
mazione inctaboiica c:ir:iIi~z:itn d:i enziini pcr csscre 
trnsforiiiate in intermedi rcattivi che si c<iinbinano c o n  
costituenti cellulari critici [ l] .  I'crtaiito gli ngcnti geni,- 
t<>ssici possono csscrc: 

a )  peirirsori: sostaiizii ciiiniiclic diverse (Tab. 3) 
clie iion h:iniio proprie t i  c n o t a s s i r h c  p r  SL) m i  devono  
csscre coriverritc (bio:ittivazioiir) in :igcnti genori>s- 
sici finali i n  orgaiii mctabolic.nncntc conipctenti;  

h) ,/indi: metaboliti degli :>genti  gcnotossici pre- 
cursori (ad cs., vcdi Tab.  4, lettere 11-1') e sostanze 
chimiche che p<issiedono, irichc i n  assenza d i  mera- 
holisnm, le propricta intrinseche necessarie per inte- 
ragire con  i bersagli cellulari critici e, quindi,  per  ini- 
zinre il processo gcriotossico (ad cs., vedi T3b. 4, lot- 
tcre G-l). In  genere, gli ;igcnti gcixitrissici finali d a n n o  
risultati positivi :inche nei sistemi di s.iggio iti ritro 
clic danno  risultati negati\ i  curi i composti  prccursiiri. 

Gli agcnri gcnotossici precursori, sintcricj o nnti~rali ,  
hnniio strutture chitiiichc molto  c e r o g e n r c ,  iiientrc 

Tabella 3. - ..lgtiiti ,~~i:oinssi~.i  pwiirrsod (\Y'riglit, rf. I )  

Ammine e A;"-coloianri (primari, secondari, tcr:i.iri, aro. 
inarici e crerociclici) 

Alcuni idrocsrhuri cloror.~ri. es.: Cloruru di vinile 

uii:~ ninggiore somiglianza strutturale esiste tra gli 
:igenti genotossici finali. Si v i ,  infatti, tliccndo chiaro 
che la forma rcattiva di niolte sostanze mutagcnc e 
canccrogcne t una strutturn clcttrotila (c ioi  carente d i  
~.lettr<ini) alchilante o arilmtc. L'entità dclla formizione 
d i  questi reagenti e i c t t r iAi  a partire d a  agenti  precur- 
siiri ed i livclli presenti in u n a  data spccir :ininialc o i n  
u n  d i t o  organo sono  il risultatu del bilancio fra processi 
d i  attivaziime e la clcgradizii~iic (Fig. 1). Una volta 
formato, u n  composto gcriotossico h m l c  p u b  reagire 
c o n  i rccettori critici o essere disnttivato niediarite Icgame 
a rccettori n o n  critici, degradazione spoi i tmea c / o  
trasformazione cnzilnatica. i!tiniogamente i precur- 
sori e gli e ~ c n t u a l i  in t r rmcdi  possrmo essere detossi- 
iic:iti mediante rcazirini enzimatiche e n o n  enziniati- 
clie. I composti  clettrofili rcngiscono fo rmandc  legami 
ci>valenti con  gruppi  iiuclcoiili di niacr<inii~lecrrle cel- 
lulari come il DNA e RN.\  (guaiiina 5 - 7 ,  C-6 e 
C-8; adcnina: N-l e X-3 ;  citosina: N-3) c li. prmeiiie 
(mctionina, cistcina, istidina: N - l  c N-3,  e tirosina). 
.\d cscmpio i. stato dirnostrato che i deriv.iti N-nitroso- 
nlchilici ed altri agenti alchilanti Irg:rno il DNA alla 
posizione N-7 dclla guanina 141. \'aie, iiii>ltre. sotto- 
lineare che gli agenti clettrofili pi>ssoiio dcterminarc, 
<>ltrc nd ciiitti niutagcni c cariccri>geiii, d t r c  furme di 



Tabella 4. - Alcuni agenti mrkzgeni alcliihnti (De Bruin, ref. 2). 

CH,-CH,-X 
A) 'iioctcri alifatici sostituiti. . S/ 

\cH,-CH,-x 
Di (2-cloroetil) d f u r o  Diverai metaboliti urinari 

/CH.-CH,-CI 
B) Ammine o ammidi ...... R-N R = -CH, 

\cH,-CH.-CI 

C) Lattoni ................ P-propriolattone "in intermedi carbossilici 

o?: = o 
1.3-propanesulfone forma complessi 

DNA-DNA, DNA-RNA, 
G b ,  DNA-proteine 

D) Alchilsulfonati ed Eateri 
Metsnsulfonici .......... R-O. SO,-CH. MMS, EMS Metilano le purine del DNA 

H,CS(O,>-O-(CH,). R = CH,. R = C,H. e i gruppi S H  proteici I 
-O-(0,)s-CH. Busulfan (n = 4) 

F) N-Nitroasmine .......... R-N-R 
I 

NO 

H) Epossidi ................ 

i )  Fosfotricsteri ......... 

R-N 

Bis-clorometil eccre Probabilmente attraverso intcr- 
medi cidici 

DMN, DEN Ioni metilcarbonio (%H.) via 
intermedi 

R = CHI, R = C,H. R-NH-NO e/o 
CH, = +N = N- 

Ariddine - 
Etilcnimmins 

Ossido di etilcne 
Ossido di propilene 
Epidoridnns 

tossicità come, ad es., effetti embriotossici, necrosi 
cellulare e reazioni di ipersensibilità [S] e che non man- 
cano esempi di composti chimici che possono influen- 
zare le proprietà del DNA anche senza formate legami 
covalenti. Ad es., I'icantone induce mutazioni «fra- 
meshift n in Salmonell. e fago T4, intercalandosi fra 
le basi del DNA [6] e I'HNO, trasforma le basi del 
DNA per deaminazione ossidativa. Inoltre, ovvia- 
mente, i processi di bioattivazione non si verificano 
soltanto per i composti genotossici, ma anche per 
composti che esercitano altre forme di tossicità, come 
ad es. gli organotiocianati, l'acido fluotacetico e il 
nitrobenzene. 

3. - A~vAZIONB DI AGENTI GENOTOSSICI. 

maggior parte dei casi, da numerosi stadi, ciascuno 
catalizzato da un enzima la cui azione aumenta la idro- 
solubiiità del composto (Fig. 2). Queste trasformazioni 
metaboliche avvengono principalmente nelle cellule 
del fegato, dove sono cataliuate da enzimi presenti 
nella frazione cellulare solubile, mitocondriale, micro- 
somiale e nucleare. I sistemi enzimatici che metabo- 
lizzano le sostanze xenobiotiche (1) sono presenti, 
anche se in minor misura, nelle cellule del tratto gastro- 
intestinale, del rene, del polmone, della placenta e del 
sangue. Per particolari sostanze chimiche o particolari 
vie di esposizione, altri organi possono svolgere un 
ruolo metabolico importante, come quello o più di quello 
del fegato (ad es. agenti oncogeni presenti nel fumo). 
Anche il molo delle reazioni enzimatiche catalizzate 
dalla flora intestinale può essere di grande importanza 
per alcuni agenti genotossici (ad es. ninosammine) [8,9]. 

Molti agenti genotossici sono lipotili a pH fisio- - 
logico. Dopo assunzione da parte dei mammiferi, l'escre- (1) Sono msi dcfiniti quei composti di sintesi non rinvenuti 
zione di tali composti awiene dopo ~0nveIBione a meta- .flunbicntc in qumtita. signifiutive sc non come consegue- 
boiiti idrotili, con un processo caratterizzato, nella di attività anuopiche. 
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Fio. 2. - Rappresentazione schemsticl di alcuni aspetti del metabolismo di agenti xcnobioti" (Modificata da Ariens d 01. mf. 7). 
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Le reazioni ossido-riduttive costituiscono in genere 
la prima fase della trasformazione metabolica di 
una sostanza esobiotica. Il più importante sistema 
per l'attivazione e detossificuione degli agenti can- 
cerogeni e mutageni è il sistema monoossigenasico 
dipendente dal citocromo P-450 [lo]). Questo siste- 
ma è presente in tutte le cellule nucleate di mammi- 
fero h o r a  studiate [l]. Esso catalizza l'ossido-riduzione 
di coenzimi piridin-nucleotidici ridotti, ossigeno mole- 
colare e substrato, producendo l'inserimento di un 
atomo di ossigeno nella molecola di substrato con for- 
mazione di un metabolita ossidrilato (Fig. 3). Cib 
aumenta l'idrosolubilith del substrato e gli fornisce 
un gruppo al quale possono essere legate sostanze 
p o k  endogene ad opera di enzimi O-transferasici. 
11 sistema preposto a questa funzione è localizzato nella 
membrana del reticolo endoplasmatico ed in quella 
nucleare; esso è costituito da diversi enzimi e richiede, 
per svolgere la sua funzione, un ambiente lipiàico 

(bioinattivazione) 
coniugazione 

(fosfolipidi). I1 componente proteico centrale del siste- 
ma è. il citocromo P450  che. agendo come ossidasi 
terminale, lega il substrato ed attiva l'ossigeno quando 
riceve elettroni dal NADPH (donatore principale), 
attraverso l'azione del flavoenzima NADPH-cit. 
P450  reduttasi; uno dei due atomi dell'ossigeno viene 
incorporato nel substrato e l'altro viene ridotto ad 
acqua. Il NADH pub agire da donatore di elettroni 
per il citocromo P 4 5 0  solo attraverso il citocromo b,. 
La specificith del substrato risiede nella parte proteica 
e vi è evidenza che il citocromo P-450 esiste in forme 
multiple in ciascun tipo di tessuto (ad es. cit. P 4 5 0  
e cit. P,-450 anche detto P-448). ie reazioni cataliz- 
zate dal sistema monoossigenasico includono I'idros- 
silazione aromatica e alifatica, la formazione di ossidi 
arenici e aldienici, la N-, C e S-dealchilazione ossi- 
dativa, la sulfossidazione, la deaminazione ossidativa, 
la desulfurazione e la dealogenazione [Il]. La molte- 
plicità delle forme del citocromo P 4 5 0  e l'adattabilità 
e inducibilità delle monoossigenasi forniscono i tes- 
suti dei mammiferi di un sistema estremamente versa- 



tile capace di catalizzare k ossidazioni di substrati eso- 
geni ed endogeni molto diversi. 

I1 fegato possiede le più elevate attività monoossige- 
nasiche nel ratto, topo, coniglio, criceto, cavia [l]. 
Tali attività sono anche misurabili nel polmone, nella 
pelle, nell'intestino, nel rene, nelle surrenali e in altri 
organi [l]. Alcuni dei principali fattori noti per influen- 
zare la quantith e l'attività degli enzimi monoossige- 
nasici sono riportati in Tab. 5. La ben nota differenza 
del sistema moooossigenasico del fegato di ratto legata 
a1 sesso (maschio > femmina) non e caratteristica di 

Fio. 3. - Meccuiismo del sistema enzimatico del cit. P 4 0  
(Gillcttc rt o%, ref. 10). 

tutti gli organi del ratto; ad es., essa non 8 stata osser- 
vata per le attività del polmone o dell'intestino 1271. 
Inoltre, t ben noto che le monoossigenasi dei micro- 
somi di fegato di adulto sono più attive di quelle fetali 
e che il rapporto P450/P-448 aumenta dal feto 
all'adulto [28]. 

Le differenze metaboliche possono essere di notevole 
importanza nell'espressione dell'attivith genotossica e 
tossica in genere. Ad esempio nel ratto, topo e cane 
la ZN-fluoro-anilacetamide viene trasformata in 
N-idrossi-fluoromnilacetamide che t un cancerogeno 
più potente del composto originario, mentre nella 
cavia tale trasformazione non awiene. In corrispon- 
denza di ciò t stato dimostrato che ratti, topi e cani 
sono più suscettibili all'azione cancerogcna di tale 
composto, rispetto alla cavia [29. 301. 

Un problema che ha ricevuto molta attenzione 6 
quello relativo alle modalità con cui i composti elettro- 
fili (ad es. epossidi), che si formano a livello del reti- 
colo endoplasmatico, vengono trasportati al nucleo 
dove awiene il legame covalente a1 DNA [31]. La 
prima possibilith t che il metabolita reattivo diffonda 
attraverso la fase acquosa del citoplasma; in tale caso 
t prevedibile che una larga parte dei rugenti elettro- 
fili sia convertita in forme stabili prima di arrivare al 
nudeo. La reconda possibilità t che i metaboliti reat- 
tivi possano diffondere dal luogo dove si formano verso 
il nucleo attraverso il doppio arato membnnoso del 
reticolo endoplasmatico che, quindi, esplicherebbe un 
molo protettivo e stabilizzante per tali agenti reattivi. 
La terza possibilità t che i metaboliti reattivi si leghino 
a proteine solubili e siano da queste maportate al 
nudeo; a tale proposito, è ben nota ia esistenza di 
proteine citoplasmatiche dotate di elevata nffuiith di 
legame verso i metnboliti di sostanze mcerogene (una 
di queste, la ligandim, rappresenta il 5 % delle proteine 

solubili delle cellule epatiche puenchimatiche). Esiste, 
inoltre, la possibilith che, almeno in alcuni casi, i meta- 
boliti reattivi che si legano al DNA siano invece pro- 
dotti direttamente nella membrana nucleare esterna 
132-341. Ad esempio, i nuclei isolati da cellule di fegato 
di ratto contengono il citocromo P450  e I'attivitP 
idrocarburoaromaucoossidrilasi [32-341. 

3.2. - Reazioni di sintesi (toniuguzione). 

Le principali reazioni di coniugazione sono sintesi 
di O- N- ed S-glucuronidi, sintesi di solfati esterei 
coniugazione con glutatione. coniugazione con glicina, 
N-, O-, S-metiiazione, e acctilazione [Il]. Inoltre, 
nell'uomo e nella scimmia, ha luogo anche la coniu- 
gazione con glutammina. In queste reazioni i compo- 
sti xenobiotici ed i loro metaboliti, contenenti oppor- 
tuni gruppi (ad es. amminici, ossidrilici, carbossilici, 
epossidi) si combinano con substnti endogeni per 
formare coniugati non reattivi che possono essere 
facilmente escreti. Queste reazioni richiedono ATP, 
cocnzimi e transferasi che di solito sono specifiche per 
la formazione di coniugati di sostanze esobiotiche. 
Le coniugazioni procedono di solito in due stadi: il 
primo extramicrosomiale consistente nella sintesi di 
acilcocnzima ed il secondo, consistente nel trasferi- 
mento della meti acilica allo aglicone, talvolta localiz- 
zato nei microsomi. La formazione di glucuronidi t 
probabilmente il meccanismo di coniugazione micro- 
somiale pib importante. Esso si verifica nel fegato ed 
in minore entità nel rene, nel tratto gas t r4ntes t ide  
e nella pelle [l]. 

Tabella 5. - Alruni parametri rbc in@ienzuno il metuboli~mo 
di rortunzc xenobiotirbc (Wood, d 3). 

FATTORE R c l e n u i  

Et). .................... 

Malattie particolari ...... 

.............. Bioritmo 

........ Stam ormomle 

Condizioni di 8tabulazione 

Fattori immunologici . i 
Induttori .............. 
Attiv~tori ed inibitori .... 
Nutrizione c diete ...... 

Seaao .................. 

Levin & Rysn. rf. 12; Neims 
a al. rf. 13 

Conncy a al.. tf. 14; Knto. 
rf. 15 

Polcy n al.. rf. 16 

Vuel l  a al., rt 17 

V c d  a al., rf. 17 

Veiell a al.. rf. 17 

Conneg, rf. 18 

Cinti, d. 19, Conney, rf. 18 

Cambell & Hayu, rf. 20; Con. 
ncy, rf. 21, 22 

Kato, rf. 23; k v i n  6r Rym, 
rf. 12 

.................. Spde  Williams, rf. 24 

................ Ceppo Neben & Felton. rf. 25; Veseli, 
rf. 26 

.................. s t l ~  veiell a al., rf. l7 



La formazione degli esteri solfati è, invece, un pro- 
cesso extramicrosomiale. 

Solo le transferasi microsomiali sono indotte dal 
bcnzopirene ed inibite dal SKF 525A. Le acetil- 
transferasi si trovano nella frazione solubile della 
cellula. 

In genere, le reazioni di coniugazione rappresentano 
lo stadio finale del metabolismo di numerosi xenobio- 
tici e producono composti privi di attività biologica. 
Tuttavia vi sono alcune eccezioni a questa tegola 
generale (ad es. N-idrossiammine e N-idrossiammidi) 
e si ritiene che alcune reazioni di coniugazione gio- 
chino un ruolo critico nell'attivazione di alcuni agenti 
gcnotossiu intermedi [l]. Per esempio, la glucuroni- 
dazione o la solfatazione delle N-idrossiammjdi pro- 
duce molecole reattive capaci di interagire con mole- 
cole cellulari come il DNA [35] e l'estere solfonco 
deli'N-idrossi-2-acetil-amino-fluorene viene considc- 
n t o  come un importante cancerogeno finale dcl Zacetil- 
amino-fluorene, pur se altri composti (ad es. l'analogo 
deacetilato) sono anche ritenuti importanti. 

I tessuti dei mammiferi contengono due sistemi enzi- 
natici (le S-glutationc-transferasi e le epossido-idra- 
mi)  che inattivano gli elettrofui e, quindi, proteggono 
i nucleofui cellului dall'attacco di tali agenti (Fig. 4). 
Sette diversi tipi di glutatione-transferasi sono stati 
identificati finora [36, 371; esse attaccano gli alogenuri 

Fro. 4. - Principali vie metaboliche degli idroarburi aromatici 
(Wright, ref. I). 

alchilici, arilici e arilalchilici ed i composti che con- 
tengono atomi di azoto e zolfo elettrofiii. L'attivith 
glutatione-transferasica 2 stata messa in evidenza in 
tutte le specie analizzate, incluso l'uomo [l]. I1 fegato 
è il tessuto più ricco di questo enzima, mn esso t pre- 
sente in numerosi altri tessuti. Nel ratto, questa atti- 
vitA enzimatica & bassa alla nascita ed aumenta rapida- 
mente in circa 40 giorni f i o  al livello degli adulti 
(38, 391. ix glutatione-transfetasi sono enzimi cito- 
phsmatici; tuttavia, recentemente è stata riportata 
l'esistenza di una glutatione-transferasi legata alla 
membrana microsomiale [N]. 

L'epossido-idratasi catabzza I'idrolisi di un legame 
carboniwssigeno nell'anello epossidico. Ciò porta 
regolarmente all'inattivazione dell'epossido genotos- 

sico, per quanto in alcuni casi, come ad es. il bcnzo- 
pirene, il prodotto idrato pub essere ulteriormente 
trasformato in un altro agente genotossico. Dapprima 
si riteneva che Vattiviti epossido-idratasica fosse l-- 
lizzata esdusivamente nel reticolo endoplasmatico in 
stretta associazione funzionale e topologica con le 
monoossigenasi microsomiali, ma recentemente epos- 
sido-idtatasi solubili sono state scoperte nel fegato di 
topo e ratto [I]. 

4. - INDUTTORI ENZIMATICI. 

Da lungo tempo C nota l'esistenza di sostanze chi- 
miche che possono aumentare I'attiviti di alcuni si- 
stemi enzimatici metabolizzanti. Queste sostanze chi- 
miche sono dette indnttori cnzinratici; esse agiscono in 
prevalenza stimolando la sintesi di alcuni sistemi enzi- 
matici responsabili del metabolismo delle sostanze 
estranee all'organismo. L'importanza di questi indd- 
tori t duplice. Infatti, se il metabolismo produce meta- 
M i t i  meno tossici o non tossici, essi riducono la 
tossiciti del composto. Se d'altra parte il composto 
necessita di una attivazione metabolica, I'induttore ne 
pub aumentare la tossicitB. L'entità delle variazioni 
nell'attivitB biologica che si possono riscontrare dopo 
induzione enzimatica t evidente non solo dagli elietti 
genotossici, ma anche da de t t i  tossici acuti [Il]. A 
fenomeni di induzione enzirnatica t anche dovuta la 
comune osservazione che la ripetuta somministra- 
zione di alcune sostanze (ad es. pentobarbital, eso- 
barbital, aminopirina, benzo (a) pirene, bwucne, 9, 
10-dimetil-l, 2-benzoantracene e fenil-butazone) de- 
termina una modifica del metabolismo di tali sc- 
stanze [Il]. Numerosi induttori esplicano il loro 
massimo effetto abbastanza rapidamente e comunque 
entro 2-3 giorni dalla somministrazione. Pub accadere 
che trattamenti troppo prolungati con l'induttore pro- 
ducano un effetto di minore induzione. Non nccessa- 
riamente una sostanza si comporta da induttoic in 
specie diverse. Ad esempio, il DDT diminuisce l'accu- 
mulo di dieldtin in ratti, maiali e pecore ma non nei 
polli. Inoltre, il prettattamento con nichetammide ri- 
duce gli effetti del pentobarbital in ratti, conigli e topi 
ma non in cavie, polli, camaleonti, rane e caimani 
[41-431. 

Gli agenti induttori sono di solito divisi in due gruppi. 
Il gruppo tipo « barbiturici »(ad es. fenobatbital, DDT, 
fenilbutazone) e quelli tipo u idrocarburi policiclici aro- 
matici n (ad es. 3-metilcolantrene,S, 6-benzoflavone (1); 
tetraclotodibenzo-p-diossina). 

Questi due gruppi di composti inducono rispettiva- 
mente il citocromo P-450 ed il citocromo P,450. Studi 
più recenti hanno mostrato l'inadeguatezza di questa 
classificazione; infatti, forme multiple di emoproteine 
P-450 (e non solo due) sono presenti nei microsomi di 
animali non trattati ed in quelli di animali trattati con 
i due tipi di induttori [M]. Inoltre, alcuni induttori 
non sono classificabili secondo tale schema. Per esempio, 
i bifenili policlorurati, a seconda del particolare isomero 
utilizzato, inducono sia i citocromi P-450 che P,- 
450 e alcuni steroidi sintetici (ad es. pregnenolone-lba- 
carbonitrile) e composti metilenidrossifenilici (ad es. 

(I) Anche denominato p-naftoflavonc. 



' isosafrolo) inducono tipici profdi di citocromo P 4 5 0  
[44]. Ad esempio, k proprieth spettrali delle emopro- 
teine microsomiali di ratti trattati con pregnenolone- 
16u-carbonitrile furono simili a quelle ottenute a se- 
guito di induzione con fenobarbital (PB) e diverse da 
quelle ottenute a seguito di induzione con ?-metilco- 
lantrene (3-MC). Tuttavia, il PB esercita la sua massima 
attivith nell'induzione della benzofetamina N-demeti- 
lasi, il S M C  aumenta al massimo la benzopirene idros- 
silasi, mentre il pregnenolone-16a-carbonitrile attiva 
principalmente la etilmorfina N-demetilasi [45]. L'Aro- 
clor (una miscela di policlorobifenili-PCB- a diverso 
grado di clomrazione) è uno degli induttori dei sistemi 
monoossigenasici più usato negli esperimenti di atti- 
vazione metabolica per il fatto che esso induce sia il 
P 4 5 0  che il P,45O. Tuttavia la tossiciti e la persistenza 
dei PCB non ne favoriscono un uso routinario negli 
esperimenti di induzione dei sistemi monoossigenasici 
microsomiali. Mathsushima et al. [46] hanno raccoman- 
dato, in alternativa all'Aroclor, la somministrazione 
simultanea al ratto del fenobarbital e del 5,6-benzo- 
flavone. Il 5,Gbenzoflavone induce le stesse emopro- 
teine indotte dal 3-metilcolantrene, ma viene consi- 
derato meno tossico. Studi di attivazione metabo- 
lica hanno indicato che la frazione subcellulare S9 di 
tessuto epatico di ratto indotto con il metodo di Mat- 
sushima [46], attiva 6 premutageni con efficacia ana- 
loga alla frazione S9 da ratti pretrattati con una miscela 
di PCB. Tuttavia, ulteriori studi sono necessari per 
poter valutare l'equivalenza dei due trattamenti. 

L'efficacia del trattamento di induzione può essere 
verificata controllando il livello del citocromo P 4 5 0  
in animali trattati e non trattati. In aggiunta (o altena- 
tivamente) ,t possibile verificare l'induzione delle due 
principali forme di citocromo P450  mediante dosaggi 
enzimatici. In particolare le attivith benzo(a)pirene- 
idrossilasica e quella etossicumarina-deetilasica sono 
buoni marcatori dell'induzione del P 4 5 0 ,  mentre 
alcune N-demetilasi (aminopirina, benzfetamina ed 
etilmorfina) e I'anilina-idrossilasi sono buoni marcatori 
dell'induzione del P-450. 

L'induzione dei citocromi e delle ossidasi a funzione 
mista non è necessariamente sinonimo di induzione 

di mutazione valutata con il test di Ames (Saln~onella/ 
microsomi). Ad es. Zeiger ef al. [47] hanno dimostrato 
che, a seguito di induzione con Aroclor 1254, la muta- 
genicith del benzo(a)pirene viene aumentata, mentre 
quella del 2-aminoantracene viene inibita. La tabella 6 
riassume i dati disponibili in letteratura sulla induci- 
bilith del citocromo P-450, di diverse monoossigenasi 
e della UDP-glucuronide-glucuronil-transferasi nel 
fegato di organismi diversi (ratto, quaglia e trota) da 
parte di 3-MC, PB e PCB. La tabella mostra che alcune 
aniviti enzimatiche della trota sono meno sensibili 
all'induzione da PCB di quelle di ratto e quaglia. Inol- 
tre, il fegato di trota non contiene citocromi né attivita 
enzimatiche inducibili da induttori del tipo fenobarbital. 
Invece, per quanto riguarda la sensibilith agli induttori 
del tipo 3-metilcolantrene, a parte il caso della UDP- 
glucuronide-glucuronil transferasi, non sembrano es- 
servi differenze qualitative tra ratto e trota. Pertanto, 
nonostante la somiglianza tra i sistemi monoossigenasici 
di mammiferi e di pesci, i pesci rispondono all'induzione 
esercitata dagli idrocarburi policiclici aromatici, ma sono 
refrattari agli agenti induttori tipo fenobarbital. 

Vi sono diversi casi in cui è desiderabile disporre di 
sistemi in uifro per il metabolismo delle sostanze tos- 
siche. Un esempio ben noto è quello delle indagini di 
mutagenesi. Infatti, diversi sistemi procarioti ed euca- 
rioti utilizzati come organismi indicatori possono pre- 
sentare limitate capaciti di metabolizzare le sostanze 
tossiche. Ciò non vuol dire che gli organismi usati 
come sistemi di saggio per la mutagenesi non abbiano 
capaciti metaboliche importanti. Ad esempio, i batteri 
contengono efficienti attiviti nitro-riduttasiche (che 
possono attivare composti diversi come ad es. i nitro- 
furani) e alcuni microorganismi contengono un sistema 
monoossigenasico dipendente dal citocromo P 4 5 0  che 
somiglia in qualche modo al sistema dei mammiferi [64]. 
L'esistenza di un sistema monoossigenasico è stata 
accertata sia in funghi (ad es. Candiuh fropicalir. Claui- 
ccps purpwea) che in batteri (ad es. Corynebacfcrinm sp., 

Tabella 6. - Indncibilifà di cnzimi mirrosomiali in organismi diuerri (*). 

Cit. P450 .......................... + + + T + + + 
NADPH-cit. C reduttasi ............ - + + - 

BP-idrossilasi ...................... f + + + + - 

Anilim idrosailssi .................. - - + + + + - 

(') Simboli: + = presenza induzione. - = assenza induzione. 
Ratto: ref. 44-48-55. 
Trota: ref. 44,5660. 
Quaglia: rcf. 61-63. 



Norardia sp., Pscudomonar putiah e Rhi~obiumjaponicum). 
Tuttavia, gli organismi utilizzati routinariamente per 
diversi tests di mutagenesi sono in genere poco efficaci 
nell'attivare gli agenti premutageni a mutageni [3]. 
Inoltre, diverse linee cellulari normalmente utilizzate 
in studi di mutagenesi come le cellule V79, CHO e 
L5178Y. non sono capaci di attivare efficacemente gli 
agenti precursori genotossici [65]. In tutti questi casi 
l'inclusione di un sistema di attivazione metabolica 
nel sistema di saggio in uilro è essenziale. I sistemi meta- 
bolici in uilro sono di grande utiliti anche per confron- 
tare le capaciti metaboliche di tessuti diversi dello stesso 
animale o di tessuti corrispondenti in specie diverse 
(inclusi i tessuti umani ottenuti mediante autopsia o 
eventualmente a seguito di biopsia terapeutica). Anche 
qualora l'obiettivo sia quello di confrontare le attiviti 
metaboliche in organismi a diverso livello di comples- 
sith biologica, i sistemi in vitra possono presentare ovvi 
vantaggi. Questi sistemi forniscono anche buone possi- 
bilith per lo studio di metaboliti intermedi. Infine, i 
sistemi in uitro, e particolarmente quelli cellulari, pre- 
sentano una maggiore accessibiliti ai composti chimici, 
consentono di mantenere un ambiente uniforme dai 
punto di vista chimico-fisico e permettono anche lo stu- 
dio di composti disponibili in quantith molto limitate. 
Naturalmente i sistemi metabolizzanti in vitra non sono 
privi di limitazioni che saranno discusse più avanti. 

5.1. - Sistemi rc/lu/uri. 

era in parte dovuta ad una carenza di acido ascorbico 
nelle cellule in coltura (dovuta alla diminuita attivita 
dell'ascorbico-sintetasi) [73]. In ogni caso l'aggiunta 
di vitamina C al mezzo di coltura mantiene il livello di 
citocromo P-450 al 50 % circa di quello presente negli 
epatociti appena isolati. Nel caso delle colture primarie 
di epatociti di topo fu osservato, invece, che il declino 
della funzione ossidasica mista era dovuto in parte all'as- 
senza di fattori umorali (testosterone, estradiolo, cor- 
ticosterolo, etc.) necessari a mantenere lo stato diffe- 
renziato e I'attivith MFO in vivo [74]. Nonostante alcune 
limitazioni, le colture primarie di epatociti di ratto hanno 
in vitro un metabolismo delle sostanze xenobiotiche più 
simile a quello in vivo che non la frazione S9. Cib è stato 
dimostrato per substrati aromatici e alifatici che ven- 
gono idrossilati, N-demetilati o glucuronidati [71]. 
Inoltre per quanto riguarda, in particolare, il benzo(a)- 
pirene e alcuni barbiturici, le vite medie e i metaboliti 
formati nelle colture cellulari, ma non quelli nella fra- 
zione S9, sono simili a quelli determinati nel fegato 
perfuso [75]. Numerose differenze metaboliche sono, 
inoltre, stue messe in evidenza mediante studi compa- 
rativi di diversi sistemi cellulari in coltura. Fra i sistemi 
più studiati, oltre agli epatociti, vi sono cellule della 
mucosa intestinale, cellule della pelle, della gbiandola 
mammaria, del polmone e cellule rendi [71]. In confronto 
alle cellule epatiche da adulti, k colture cellulari da tes- 
suti embrionali sopravvivono più a lungo, ma presen- 
tano seri inconvenienti per il fatto che in tali cellule 
le sostanze xenobiotiche sono metabolizzate molto 

esperimenti di mutagenesi meta- lentamente [71]. Inoltre, tali colture contengono il cito- 
holica mediata da cellule intatte viene effettuata colti- cromo P,-450, ma non il citocromo ~-4.50 [76]. .. lnfjnc, . --..-- ~~~ - 

vando le cellule bersaglio con altre cellule che non si le linee cellulari non si prestano agli studi di atuva- 
dividono, ma che sono metaboficamente competenti zione metabolica per il fatto che contengono forme 
per attivare premutageni 1651, I più usati sono monoossigenasiche diverse da quelle che predominano 
fibroblasti di roditori irradiati letalmente 1661 e cellule nel fegato ed, inoltre, l'attività monoossigenasica in 
irradiate di rene di criceto (BHK-21) [67]. Più recente- molte linee cellulari stabilizzate è molto bassa [71]. 
mente sono state usate cultire di epatociti per 
l'attivazione di sostanze evato-cancero~ene come la 5.2. - Sbtemi sub-rellulari. - 
N-Ntroso-dimetilammina, N-nitroso-dietilammina, 
N-2-acetilammino-fluorene e aflatossina B, [68-701. La Fig. 5 illustra una tipica procedura per la prepa- 
~ ~ ~ i ~ ~ t i  bronchiali umani sono anche stati per 

razione della frazione S9 e per la purificazione della fra- 
metabolizzare idrocarburi policiclici o prodotti mutageni 
in co-cultura con cellule >i cricsto V79 [71]. Recente- 
mente, un metodo rapido è stato proposto per valutare 
se agenti chimia utilizzati in agricoltura possano essere 
convertiti in agenti mutageni dal metabolismo vege- 
tale 1721; il metodo è basato sull'uso di colture di cel- 
lule di Nicotianu alnfa. Diversi tipi di cellule, inoltre, 
sono stati utilizzati simultaneamente come sistemi di 
attivazione e sistemi bersaglio specialmente per investi- 
gare la sintesi non programmata del DNA e la trasfor- 
mazione [65]. L'uso di cellule coltivate come sistemi di 
attivazione ha il vantaggio di conservare intatta I'archi- 
tettura cellulare e la distribuzione dei vari sistemi enzi- 
matici che metabolizzano gli xenobintici; anche i livelli 
di cofattori endogeni dei diversi enzimi sono preservati 
meglio. Nondimeno, anche i sistemi cellulari non sono 
privi di inconvenienti. Infatti, le colture primarie di 
epatociti di ratto e topo che contengono il più ampio 
spettro di enzimi capaci di metabolizzare le sostanze 
, xenobiotiche, manifestano selettive modificazioni delle 
funzioni microsomiali durante le prime ore di incuba- 
zione 1711. Tra nueste alterazioni vi è. ner esem~io. una 
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zionato, quando sia noto che i tessuti diversi dal fegato 
sono specialmente competenti per il metabolismo del 
composto in esame. Inoltre, essa può essere desiderabile 
in studi metabolici e/o di mutagenesi in uitro in cui 
l'uso di preparazioni microsomiali da diversi organi 
e/o tessuti (fegato, polmone, rene, milza ecc.) di diverse 
specie animali possa essere di aiuto per la scelta della 
specie/ceppo di animale negli studi di oncogenesi e 
per individuare il possibile organo bersaglio coinvolto 
nella cancerogenesi. In genere i microsomi di tessuti 
diversi dal fegato sono preparati utilizzando la stessa 
procedura messa a punto per il fegato e per le specie 
diverse dal ratto viene utilizzata la stessa procedura 
usata per il ratto, anche se 'non vi t nessuna giustifica- 
zione per assumere che tale approccio sia soddisfacente. 
In effetti vi sono buone ragioni per pensare il contrario. 
Infatti, tessuti diversi dal fegato possono contenere un 
grande numero di diversi tipi cellulari e maggiori quan- 
tira di tessuto connettivo che non il fegato. Non è quin- 
di sorprendente che i microsomi ottenuti dal pancreas 
siano costituiti essenzialmente dal Golgi e quelli del 
rene contengano più elevate quantita di membrane 
plasmatiche. 

I problemi associati con la preparazione dei micro- 
somi dal polmone derivano dal fatto che questo organo 
(considerevolmente più piccolo del fegato) contiene 
circa 40 diversi tipi cellulaci e meno reticolo endopla- 
smauco. In questo caso, vi sono anche maggiori pro- 

Microsomi in 

blemi di sterilitb. I1 polmone, inoltre, t difficile da omo- 
genizzare a causa della elevata quantitl di tessuto con- 
nettivo presente (771; ad es., Ames cf #/. [M], a causa 
della natura fibrosa del tessuto polmonare, effettuarono 
I'omogenizzazione per 5 min. in omogenizzatore Poly- 
tron invece che nel sistema Potter-Elvehjem usato per 
il fegato di ratto. Una procedura ottimale per il polmone 
consiste nell'omogenizzare una sospensione al 20 % 
(p/v) di tessuto polmonare in 0,44 M saccarosio conte- 
nente 1 :/, albumina di siero bovino. 

Diversi investigatori hanno avuto difficoltb nel pre- 
parare i microsomi dal tessuto intestinale senza denatu- 
rare il citocromo P 4 5 0  e, di recente, è stato trovato 
che l'aggiunta di inibitoci della tripsina, 20 % glicerolo 
ed eparina al mezzo di omogenizzazione può essere utile 
in questo rispetto. Anche I'aggiunta di siero fetale 
bovino preserva i microsomi intestinali [77]. Inoltre, 
gli ultrasuoni sembrano particolarmente indicati per 
la rimozione delle mucoproteine dalle cellule intestinali 
e il congelamento e scongelamento sono utili per le 
cellule della epidermide. 

I1 metodo di Omura e Sato [E51 viene largamente usato 
per misurare il contenuto microsomiale del citocromo 
P 4 5 0  e del citocromo b, (Fig. 6). Questo metodo si 
basa sul cambiamento spettrale del pigmento a seguito 
dell'esposizione ad agenti riducenti e al monossido di 
carbonio. Una valutazione della efficacia di legame dei 
substrati al citocromo P 4 5 0  si può avere misurando 

r idot to  

I I I I 
4.3 450 475 490 

Lunghezza d'onda (nm) 

Gorgogliare 
per 20 sec. n 

Registrazione 
spel l ro  
differenziale 
Q-cit. PLSOrid 

I 

Rc. 6. - Procedura sperimentale per il dosaggio dei citocromi bs c P450 (esempio, fegato di ratto). Pelle1 microsomiale risospeso in 
Sscclrosio ZM mM-Tris M mM pH 7,4. Le detcnninazioni sono stan cffctmatc a temperatura ambientc (20-250) con uno spettro- 

fotometro Org, modcllo 17D (Omun e Sato, ref. 85). Pcr spiegazioni vcdcrc il testo. 



Tabella 8. - Livelli (intervalli) di citocromi ed enximi nelle prepuruxioni microsomiuli di organismi diversi. 

PARAMETRI Rztm Tiom p u i i l i a  ' 

................................................ Proteine (mgjg fegato) 
.................................... Citocromo P450 (nmolilmg prot.) 

........................................ Citocromo bo (nmoliimg prot.) 
NADPH-cit. C-rcduttasi (nmoli cit. c rid./min/mg prot.) . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
NADH-cir.c-rsduttosi (nmoli cit.c rid.jmin/mg prot.) .................... 
Bcnzo(a)pirene idrossilasi (nmoli 3-BP-OHiminlmg prot.) . . . . . . . . . . . . . . . .  
Anilins idrossilasi (nmoli pamminofenolo/min/g feg.) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Aidrin epossidssi (nmoli Dieldriniminlg feg.) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
pnitroanisolo O-demetilasi ("moli p-nitrofenoloiminjmg prot.) . . . . . . . . . .  
7-ctosaicumarina O-deetilasi (nmoli umbelliferonejminjmg prot.) . . . . . . . . . .  
Erilmorfina N-dcmctilasi (nmoli HCHO prodjminjmg prot.) .............. 
Aminoptnna N-demctilssi kmoli HCHO prod/h/g feg.) . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Acido p-nitrobenroico rcduttasi (nmoli ac.p-aminobenroico/min/g feg.) . . . .  
UDP-glucuronidc glucuronil transferasi (nmoli/minlmg prot.) .............. 

(a) In %lurlinur fontinrilir 
(b) Su frazione SO. 

Ratto: ref. 43, 44, 54. 55, 61, 80, 95-101. 
Trota: ref. 44, 56-58, 96. 102-107. 
qua gli^: ref. 61-63. 101, 108. 

(a) 7,3-25,4 
0.114,48 
O,O34,lO 
14.7-32,3 
63-123 

0,001-2,28 
0,304,50 
2,8 
0,18 
o, IO 

0,77 
0,0014,593 

(b) 3 , 5  
0.2-0.7 

le variazioni spettrali del citocromo a seguito dell'ag- 
giunta di diversi substrati. Inoltre, la determinazione 
delia attiviti NADPH-cit. P 4 5 0  riduttasica, che 6 la 
velocith limitante dell'ossidazione microsomiale, for- 
nisce una buona valutazione della efficacia del sistema 
negli stadi precedenti a quello di ossigenazione. 

Fruxiom S9. - La calibrazione ddle preparazioni S9 si 
basa su diversi parametri e particolarmente sul contenuto 
proteico. sul livello del citocromo P-450, sul dosaggio 
di attiviti enzimatiche associate al citocromo P 4 5 0  
(ad cs. alcune demetilasi e I'anilina idrossilasi), al uto- 
cromo P,-450 (ad es. aril-idrocarburi-idrossilasi) e 
anche di attiviti enzimatiche non dipendenti da tali 
citocromi (ad cs. transferasi) (Tab. 7). Numerose in- 
formazioni sulle attiviti metaboliche della frazione S9 
sono state ottenute dalle applicazioni di tale frazione 
come sistema di attivazione metabolica negli studi di 
mutagenesi. Nella procedura descritta da Ames et al. 
18-41 l'attivazione metabolica ha luogo nello strato di 
agar, ma alcuni composti, e particolarmente alcune 
N-nitrosoammine, sono attivate più efficacemente in 
sospensione. In  effetti, questi due saggi possono essere 
combinati preincubando la frazione S9, i cofattori e 
i composti in esame con i rnicroorganismi prima 
dell'aggiunta allo strato di agar. Nel test standard di 
Ames e: al. 1.841 il NADPH (o un sistema che lo gene- 
ra) t il solo cofattore enzimatico aggiunto al sistema 
S9. Tuttavia, anche l'aggiunta di altri cofattori enzima- 
t i a  aumenta I'attivith mutagena di alcuni composti 
che necessitano di una bioattivazione. L'aggiunta di 
riboflavina, che 6 un cofattore per le azoriduttasi mi- 
crosorniali, consente, fra l'altro, l'attivazione di alcuni 
azo- e diazo-coloranti [86, 871. Un altro problema 
relativo al metabolismo della frazione S9 6 che quasi 

tutto il glutatione cellulare viene ossidato durante la 
preparazione, per cui gli enzimi glutatione-transfe- 
rasici sono poco attivi [88]. Anche le reazioni di coniu- 
gazione (ad es. glucuronidazione e solfatazione) pro- 
cedono a velociti subottimale, nella frazione S9, pro- 
babilmente a causa della insufficiente concentrazione 
di UDPGA e PAPS [l]. In effetti, I'UDPGA viene 
distrutto nella preparazione subcellulare per azione 
della pirofosforilasi. Questi dati portano a considerare 
con crescente attenzione la necessità di fortificare la 
frazione S9 con altri cofattori come l'acido uridin- 
difosfato-glucuronico, l'acido fosfoadenosinfosfoso1- 
fonico, I'acetil-coenzima A, il glutatione, etc. Una chiara 
esemplificazione dell'importanza dei diversi fattori che 
possono influenzare il metabolismo della dimetilnitro- 
soammina e dietilnitrosoammina è stata prodotta da 
Frantz e Malling [78] che hanno dimostrato l'importanza 
per l'attiviti della frazione S9 e, quindi, per I'attiviti 
mutagena di queste sostanze dei seguenti fattori: con- 
centrazione del NADPH, ossigeno e ioni magnesio, 
ceppo d i  topo utilizzato per la preparazione deli'S9, 
specie animale e pretrattamento con agenti induttori. 

La natura del tampone di incubazione k risultata in- 
vece essere di minore importanza. Ovviamente anche 
la concentrazione di proteine microsorniali e la concen- 
trazione del composto in esame nel saggio Sulmonelkr/mi- 
crosomi possono influenzare i risultati dei saggi di muta- 
genesi [78, 891. Ad es., la dimetilnitrosoammina risultò 
mutagena in S.typbimmium TA 1530 solo in presenza 
di una concentrazione 35 volte maggiore di frazione 
S9 epatica da ratti indotti con BP rispetto a quella neccs- 
saria per l'aflatossina BI(AFB). Nel saggio in fase liqui- 
da fu osservata una relazione bifasica neli'attivith muta- 
gena in S.~phimwium TA 100 del BP e dell'AFB e la 
concentrazione della frazione S9 epatica. A concentra- 
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zioni più elevate la mutageniciti del BP e della AFB fu 
correlata significativamente in modo negativo alla 
quantiti di frazione S9 nel saggio. Tali risultati sono 
probabilmente dovuti al fatto che quando la concen- 
trazione di S9 diventa eccessiva, la produzione di meta- 
boliti non aumenta più in modo rilevante, mentre aumen- 
tano notevolmente le molecole citoplasmatiche e i 
nuclcofili solubili capaci di intrappolare i metaboliti 
mutageni e, quindi, di impedire l'esplicarsi dell'atti- 
vita mutagena. Infine, la variabiliti individuale rispetto 
all'attiviti metabolica di preparazioni S9 epatiche umane 
è stata studiata da Tang e Friedman [90]. 

Poiché la flora microbica intestinale può essere coin- 
volta in modo importante nel metabolismo delle sostanze 
cancerogene, sono stati effettuati alcuni tentativi per 
incorporare questo sistema metabolico nel test di Ames. 
In u n  caso la frazione microsomiale di fegato di ratto 
fu sostituita con un omoaenato di due specie batteriche 
anaerobiche presenti nel-tratto intestinaie [91]. In que- 
sto caso fu dimostrato che il Z-amino-fluorene era atti- 

~ ~-~~ ~ 

vato e che questa attivazione era ridotta in presenza di 
ossigeno. In un altro caso fu usato un estratto di bat- 
teri cecali di ratto [92, 931; i risultati ottenuti mostra- 
rono che numerosi idrossi-antrachinoni non mutageni 
nel test di Ames standard con l'omogenato di fegato 
di ratto, erano mutageni quando attivati dagli estratti 
batterici. 

.~icroron~ipi~rif i~aIi .  - Meno noti rispetto al ratto, sono 
i sistemi di attivazione metabolica di organismi ambien- 
tali a diverso livello di complessitzì biologica, come ad 
es. quaglia, pesci, molluschi, crostacei e piante, e non 
è agevole valutare se le preparazioni microsomiali di 
fegato di ratto possano essere ritenute, da questo 
punto di vista, rappresentative di analoghe prepata- 
zioni da altri organismi. La procedura di purificazionc 
dei microsomi di ratto, trota e quaglia è indicata nella 
Fig. 5; nel caso del mitilo la procedura di preparazione 
è descritta in Fig. 7. Nella preparazione dei microsomi 
di  mitilo le centrifugazioni sono effettuate a velocità 
maeeiori allo scotio di comnensare In tiiù clevata deii- .,~, 
si14 del rampone ili onio+niwiziii~tc, Iprcsccltn pcr prc 
venire la lisi delle particelle s~l>cellulnri che in t.ilc ury... 
nismo hanno una maggiore osmolarità [94]. 

1 livelli minimi e massimi riportati in letteratura per 
i citocromi P-450 e b, e per alcune attiviti enzimatiche 
delle preparazioni microsomiali di diversi organismi 
in assenza di induzione metabolica sono confrontati 
nella Tab. 8. L'ampiezza di tali intervalli indica il pos- 
sibile ruolo di diversi fattori di variabiliti. I n  primo 
luogo, in diversi laboratori sono stati utilizzati metodi 
diversi per lo stesso dosaggio e, talvolta, condizioni 
di temperatura e pH diversi per lo stesso metodo. Altre 
importanti cause di variabilità sono da ricercarsi nella 
mancanza di uniformità delle condizioni sperimentali 
relativamente ai parametri g i i  indicati in Tab. 5. Vale 
inoltre rilevare che spesso tali dati sono stati ottenuti 
in condizioni sperimentali difformi da quelle fisiologiche 
dell'animale. Dalla tabella risulta che i livelli dei cito- 
cromi 1'-450 e b, del fegato di ratto e della NADH e 
NADPH-cit.c- reduttasi, espressi per mg di proteine 
microsomiali, sono di norma più elevati che in altri 
organismi. Anche per quanto riguarda le attiviti idros- 
silasiche e N- ed O-dealchilasiche, il fegato di ratto 
presenta in genere livelli più elevati del fegato di trota 
e quaglia (Tab. 8). La presenza di attività eniimati- 
che microsomiali è stata dosata in uitro anche in di- 
verse specie di piante [109]. Le prove di inibizione 
con CO, detergenti ionici, reagenti sulfidrilici, agenti 
chelanti, accettori di elettroni e la dimostrata presenza 
di cit. 1'-450, cit. b, e di un'attività NAD1'H-cit.c- 

Tabella 9. - Llirtribiqione dei iitocromi nticrosomiali in 
dioerri ter~r~t i  di pianta (Rich, ref. 109). 

Phnreolus oureus ipocotile 

Phnmol~<r vulgnrir ip~icoti le  (cresciuto 
7 giorni alla luce) . . . . . . . . . . . . . .  

Arzoii inoculntuiii L. . . . . . . . . . . . . . .  
Pirum ratiuum L. cutiledone (cresciuto 

4 giorni al buio) . . . . . . . . . . . . . .  
Pirum rativuni L. radichetra (cresciuto 

4 giorni al huio) . . . . . . . . . . . . . .  
Tulipn gerneraiia L .  var. gialln Bulbo 

Pastiinaca rotiva L. radice 

Daucw carota L. radice . . . . . . . . . . . .  
Rophaiiur rotiwr L. tiihero . . . . . . . .  
Ii-is germaiiica L. rizuina quiescetite. . 
Hclianthiu tuberorur L .  tiiberi quie- 

scenti . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Horder~ii i  trilgare geiniogli (crescir:a 8 

giorni al buio) . . . . . . . . . . . . . . . .  

Cimiibitn pcpo cotiledoni (creacit:i i 
$orni .al buio) .  . . . . . . . . . . . . . . . . .  

S<ilaritiin tzilier«sum tubero . . . . . . . . . .  

Jen irioyr radice . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
~ ~ ~ ~ . ~ -~ 
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nduttnsica, inducono a ritenere che il sistema di 
wspono di elettroni microsomiale delle piante sia 
simile a quello degli animali. 

Vi sono variazioni notevoli dell'attivith specifica degli 
enzimi in parti diverse della stessa pianta: ad es., nella 
preparazione microsomiale da ipocotile di pianticelle 
di cotone & stata evidenziata un'attivith N4emetilasica 
10 volte più elevata di quella delle foglie di 4 settimane 
[llO].  In genere sono state utilizzate, pcr la preparazione 
dei microsomi, parti della pianta in accrescimento (quali 
gemme, germogli, apici radicali), infiorescenze, rizomi, 
cotiledoni, foglie, ipocotili, tuberi e bulbi [109, 1101. 
Le metodiche per la preparazione microsomiale impie- 
gate dai diversi autori, benché alquanto diverse, pos- 
sono essere raggruppate in preparazioni che prevedono 
ecntrifugazioni difirenziali con o senza Ca++ e Mg++. 
Nel primo caso la frazione microsomiale & stata otte- 
nuta applicando una forza centrifuga di 20.000 x g 
per circa 20 min [III]; nel secondo caso sono state 
utilizzate velocith e tempi variabili fra 74.000 x g 
pcr 90 min e 105.000 x g  per 60 min [112, 1131. 
Di norma il teasuto viene accuratamente sminuzza- 
to ed omogenizzato in un mezzo spesso contenen- 
te inibitoti di idrolaai, ad es. polivinilpirroiidone o 
sostanze che proteggono il citocromo P450  da agenti 
denaturanti (ad es. ditiotreitoio e glicerolo). In assenza 
di tali protettori, t stata frequentemente osservata la for- 

mazione di citocromo P420 risultante dalla denatura- 
zione del citocromo P450  [l 10, 113, 11 4). Da indagini 
su di un notevole numero di specie vegetali (Tab. 9), 
risulta che i livelli di cit. P450  oscillano da valori in@- 
riori a 0,005 nmoli/mg proteina in apici radicali di 
Pisum sativum a 0.4 nmoli/mg proteina in bulbi di TuIipa 
gcmcrana, mentre quelli di cit. b, sono compresi tra 
0,01 nmolilmg proteina in tuberi di Hciiantus tuberonu 
e 0,20 nmolilmg proteina in ipocotile di Pbareo/ur vu/- 
gurk 

In Piswni satiuum sono state dosate attivith NADH-e 
NADPH-cit.c-reduttasiche pari rispettivamente a 68 
e 6,4 nmoli di cit.c ridono/min/mg proteina [114]. 
In ipocotile di pianticelle eziolate di cotone sono state 
determinate attività NADH-c NADPH4t.c-lrdut- 
tasiche pari a 223 e 68 nmoli di cit.c ridotto/min/mg 
proteina [l  IO]. 

La N-demetilazionc di derivati della 3-fenil-1.14- 
metil urea richiede 0, e NADPH e NADH come 
cofattori. L'attivith specifica dell'enzima varia da 0,24 
nmoli di 3-fenil-1,l-metil urea formata/mg ptot/U) 
min. in microsomi di foglie di cotone di 4 settimane e 
2,38 nmoli in microsomi di ipocotili cziolati della atessa 
pianta di 6 giorni [110]. 

Si iingruiz vivnmcntc il Pmf. A. Carere per & documui- 
tnrione s i suggcrimcnti forniti. 

RinuUo il 29 w g i o  1981. 
Amltdo 1'11 giugno 1981. 
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