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Obiettivo principali' ddle> ricerche in campo Ppidemiologico e tossicolo
gico a proposito di inc1uinanti ambientali è la det erminazione di quegli« stan
tlards di protezione primaria » sni quali l'OMS ba più volte riehiamato l' at· 
tenzione Ù<'gli studiosi e delle autorità pr1•post e aiJa tult•la della salute pubblica. 

E ssi i possono intenden• 1' ome « 110 cr<lt·e rse effect lt>vels » pf'r le sost anzP in 
causa, la cui ricf'rca a liv(' llo laboratoristico e ne ll 'ambito drlla r pidf' miolngia 
di carnpo impone la codifìcn:r.ione d i a lcune metodologie, st rumenti tli lavnrn 
fJUOtitliano , che rwrrrtt'ttaoo Ja (JUantifi cazionP. tiPi ft• Ji omeni f,~SI'rvati P la loro 
o•laborazione hitltnctrica. 

Posto ch1• «i l probll'lll8 ,·a affrontato con critl'ri selettivi, correlando 
cioè il fattore dominante nmbit·n tale C11n conosccnzf' g ià acquisite in cun1po 
tossicologico »[l), i p rincipali puu ti mPtodologic i ~ i possono c;osì schematiz

zare: 
·1) Ric~-:rcu accurala tklla fenurnnoologia biuc•himica tl«-lla sosr·anza in 

causa, affinch é si posi'ano r.og liere qut•gli I'VI'nti rnc•ttt bolici ,;ubclinici u prtl 

elinici che realizzano la po~sibilità di un inter\'t•nto realmente pr('n•nti,·o (2]. 
l n tJil(•Sto ambito naturalnwntc va studiata la C'or rdazione fra l"input ddla 
sostanza e le ris poste dell 'organis mo bersaglio: ciè1 :;ia a livt·llo epidcmiolugico 
1li cam po, sia a li vello :; p«-rirn••nu&lt• in laboratorio. t noto nel l'~:>t>mpio 1·he 
1\·sposizione ai tlitiocarbamali c•d a~-:li c·rhicidi , proYoca llll impain•mf'nt tli 
alcunc· alli ità enzimaticbt•. S pt•rimt'ntulllll' nte è possibile pnn ll('arc una in
tossica:;o;ionc eronica in a nimali con d itiocarbamati t' rile,·arr lt• cun!'f'gut•nti 
variazioni a Jj, d io Ji pool i~ot•nzimaticu di tjUf' ll t• 1.1ttiv ità ~< pia clw ptiSSorto 
essere utilizzate in seguito conw t ('s t . 

(•) Le ricerclo<· dta te >Oli O 'tut e svoh•· <'(>n i <·out •·i!Htti del .\ liui><tero della Sauità, 
DireziorH' Gcn~ral1· p~r l' Igiene tlo·gli ,\limeuli l! la :'o<utrizionc. 
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B ) La curva dose- rispost a di cui il « no adt'erst> effect leve! » rapprt>
senta un punto teorico h a in laboratorio la sua più classica rappresentazione 
nella analisi, col metodo d<>i probits, della DLro· :E: d ' altro canto evidente che 
talt· parametro non ha alcun significato se applicato alla epidemiologia di 
campo e la sua mancggt>volez;r.a riman«· conJìnata ad esperimenti di simula
;r.ionc in laboratorio, dovt> spt'SSO la stessa maneggevolezza si trasforma in 
difetto poiché inficia una più a ccurata descrizione dei fenomeni osservati. 

Ad esempio n el nostro Istituto si è misurata la tossicità acuta del para
thiou e paraoxon iu gruppi di animali di laboratorio, preinlossicati con di
tiocarbamati a dosi sublimali, con il calcolo della DL~o · Essa nel uost.ro caso 
si è ri\·elata del tutto inadeguata a svelare differenze di tossicità n ei gruppi 
sperimentali provocate dalla preintossicazione con ditiocarbamati. :E: stato 
così necessario andare oltre il dato grezzo di enumerazione (morto- soprav
vissuto) e sono stali ottenuti dati di misura dai t empi di sopravvivenza d egli 
animali stessi, il cui confronto con l'analisi della varianza ha permesso di evi· 
denziare quelle differenze che erano sfuggite al calcolo della DL00 [3]. 

C) Le nostre esperienze ora citate ci introducono ad un ulteriore aspetto 
metodologico del problema: l'interazione fra più principi attivi contempora
neamente presenti nel biosistema. :E: possibile entro certi limiti simulare tale 
situazione a livello sperimentale. Infatti il danno metabolico provocato da 
una sostanza, ancorché lieve, può spostare gli equilibri omeostatici fisiologici 
dell' organismo bersaglio alterando la sua responsività a successivi input 
tossici. t ciò che si verificava n egli animali pretrattati con ditiocarbamati 
dove il danno reso alla m.f.o. epatica alterava i] metabolismo degli organo
fosforici successivamente introdotti. Infatti la quasi totalità delle ricerche 
sulla patologia da pesticidi fanno riferimento agli effetti acuti conseguenti 
all'assorbimento di dosi massive di prodotto, mentre emerge l'esigenza di 
nuove indagini per identificare ogni effetto derivante da esposizioni prolun
gate o ripetute con bassi livelli di assorbimento di queste sostanze. A questo 
proposito si può affermare che io questi ultimi anni i lavoratori agricoli sono 
esposLi ai tossici con modalità sempre più analoghe a quelle che interessano i 
lavoratori dell' industria (4]. Per quanto riguarda gli antiparassitari, cioè, il 
contatto avviene con politossici (cocktail di pesticidi) dispersi nell'ambiente 
e spesso assorbiti in micro- dosi. Qui, fra l'altro, i concetti di tossicità acuta e 
cronica sfumano impercettibilmente l' uno nell 'altro. L 'ipotesi di Aldrid
ge [5] che la tossicità cronica non sia altro che l'effetto a lungo termine di un 
danno metabolico provocato con modalità pressoché analoghe all' input acu
to di una sostanza tossica, ha in parte trovato conferma in queste nostre 
ricerche. 

D) Tutti i punti metodologici :fin qui descritti succintamente, richia
mano un altro imperativo tecnico:«' la standardizzazione delle condizioni spc-

Ann. J.t •. ~uprr. S onitj (1978) U . 701 70-1 
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rimentali e delle metodiche di valutazione biometrica » [6]. Sono classiche le 
esperienze di Griffith [7] che riusciva ad ottenere per la stessa sostanza sei di
verse DL~ inviandone richiesta a sei laboratori diversi. Le condizioni speri
mentali vanno codificate e descritte con particolare riguardo non solo ai 
materiali e alle metodiche usate ma riportando inoltre le situazioni ambientali, 
nutrizionali, genetiche, temporali che condizionano sia la situazione speri
mentale sia la realtà epidemiologica. Nel cas() della nostra esperienza sui temi 
eli sopravvivenza (si noti che survival time può anche significare tempo di ri
sposta, tempo di ricorrenza della malattia, durata della risposta, ecc.) i pro
blemi su accennati erano tutti presenti: la necessità di gabbie metaboliche 
per gli animali da esperimento onde seguirne con precisione le variazioni 
fisiopatologiche e cogliere il tempo esatto di sopravvivenza, la elaborazione 
biomatematica dei dati [8], sia che seguissero una distribuzione logaritmo 
normale o esponenziale, la percentuale di errore sperimentale ampliata da 
condizioni ambientali incontrollate (temperature delle gabbie, cibo degli 
animali, ecc.). 

La cooperazione tra il biologo, l'epidemiologo e il biomatematico appare 
dunque irrinunciabile ai fini di una corretta prassi metodologica sperimentale 
la cui validità, si noti bene, è sciolta dall'obiettivo della ricerca in sè stessa. 

La tossicologia epidemiologica è uno strumento di lavoro induttivo: 
parte cioè dal dato singolo individuale controllabile in quanto tale sul campo 
per risalire a definizioni più generali di appartenenza o meno a popolazioni 
di intossicati, non intossicati, esposti ad alto rischio. 

Riassunto. - Gli AA. sulla base di alcune loro esperienze in campo tos
sicologico, presentano una serie di considerazioni metodologiche sui rapporti 
tra prove di tossicità a breve ed a lungo termine specie nel campo dell'iute
razione tra antiparassitari. 

Summary (Short and long term environmental toxtctty. Methods for 
evaluation of experimental results).- The AA. take in consideration some par
ticular aspects of methodology for evaluation of toxic hazards from environ
mental poUutaots. They refer some experimental results in the field of pes
ticide interaction. 

BIBLIOGRAFIA 

l. GHEzzo, F. 1977. La tutela sanitaria dell'ambiente. Ig. Mod. 70: 235- 244. 

2. BARNES, j. M. Training in toxicology: a consideration of future needs . .In:<< The predic· 
tion of chronic toxicity from short term studies ». Praceedings of the European Saciety 
af Taxicology, Excerpta Ml'dica, Amsterdam, 17: 136-139. 

A nn. l1t. ,.;;upu • .Sanità (1973} 14- ';Q1 -ì04 
20 



70 1 

3. 0RECCII IO, F .. ToCNA. G., D1 B ATTISTA , L.. Vu.J.A, P. & l• t CAH HA, M. 1978. Aziont· biologica 
dci ditiocariJamati: dTetlo deii'QtilenehiHrli t iocarhulllllli di zi11co (Zinr b) sulla to:~sicit it 

aruta del parathiou e di'l paraoxon nel topo. l p.. M od. 71. in con;o di pnbhlicoziont. 

4. F.NSDEIIC . l. F . C .. DE BRt.nJ\, A. & Z t ELIItiiS. Il . 1.. 1974. H cnlth of workl\rs expo.<rrl to 
a coclctail of' pe~ticidl'~. lnlern. Arch. Arbi'Ì11nwd. 32: 19l 20 1. 

.1 . ALDRIUGE. \\ . '\ . 1976. Chrou ic t o,.iri t ~ u~ 011 oc utr• phl'notuetwn. In te Tbr prr.diction 
or chronic to-...icity from shorl l Crttt Stllrl it·- ». Prort•t•ditags of l h(' Eura(leOtt SoriPty of 
Tuxiro/o~y. E xccrpta Medica. Am~terd11111. 17: S 11. 

6. ~ lLLIA&t , A. &: ) Oll~G. F. 19i0. Biolo~ical and annly tir co mpont'nlf of ' 'nriation in lonJ! 
1crr11 ~ tndir~ of serum ('Onst itau•nt P in normnl bUhjt•Cl•· C/in. Chem. 16: 512 520 . 

•• G Rlf1' 1TII , j . 1964. Jnterlahoratol') 'ariatiun~ in t h•· rll'll'rmiuut ioo of th r acute oral OL,.. 
1'oxicol. Appl. Pht•mwcol. 6: 726-730. 

8. J.uaEJ.. K. 1973. Reg:r~ion toword the rueoo in uoconlrollt'd cliwcal st urue,. Bio~rÌC'5. 

%9: 121-130. 



Considerazioni metodologiche sull'us o della correlazione e 

della regressione nel campo della tossicologia ambientale ( •) 
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P. Vl LLA e F'. ZA)_f PETTI 
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L'intensa chimizzaziouc ddl'ambicnte, dovuta sia a ll 'elevato t: spesso 
tli cotibile uso degli antiparassitari, sia allo scarico effettuato per lo più in 
modo non corretto, dei r~> idui industriali, ha posto la popolazione eli frontr 
.ul 1ma llerie ùi inputs tossici ambientali dalla natura più diver a, e non st>m
pr esa ttamente indiv iduabili per i com plessi ft' nomcni <li :;inf'rgismo c di 
.1zioni antagoniste che quc>~te ol!tanze prf'Senti in contc•mporanea nf'll.am
bic·n te possono avere sugli nrganismi. 

Di fronte a questa rc>altà il lo sicologo ambientale 1lcvr delc•rminare lldle 
sp io m~tnbo liche che siano • :sp r~>!liiÌOnf' ùi danno s ubcronico ()ncle pt'rmettc>re 
gli interventi preventivi più opportuni a livd lo di popoluziont!. Pt·r fare que
s tn rgli ha due po.ssibilità: 

l ) indagini epid(·mi(llogiche su lla popolazioot· <'Sposta c·hf' gli indichino 
le altrrazioni metaboliche più significative; 

2) st udio sistt>matiro in laboratorio delle pos ·ibili :-pit• nwtabolich.-. 
ind iv itluate med iante l'analisi tl•·lla l••tteratura cit•ntifica. 

In ••ntrarnbi i ca!<i. la no"ltra •·spt·rif'nza ci ha tlimo~Jtrato dw il pita gro,.!'u 
s i rurnf'lllH stut istico dis pnnihilt> ~wr ot.tt'nf'rt' il maggior rnun••rtt di informa
zioni. è l'uso dc>lla corrt" la ... icwc l' della rt'gri'Ssionc sui llat.i tlispnnibili. 

Ati ''8nnpin, nel p r im!l caso un riJf', amento t•p idc•miologico su un grup
po eli popolaziune f'Spostu acl inst•tticitli orgaoofosfurici (l J ha JWrmrss o , mf'
tliu n te un'analisi multi' ariuta c•un il uwtodo della currrla:tione, tli ri' elarr 
f'llrtlt' la UCetiJ CO)ÌneStt'TUI'Ì t•rÌtflll'Ìlaria e rariJest('raSi pJu!'lmutic•a tc•rmort• i· 

(• ) l .t' rict•rc.-be eiuue -ono •l.llt" ~'ohi' con i contributi di'l \l iniolf'ro dt'lla Sanitù. 

Diro>zionc G.:n('rule p;or J'lgicue tlrgli ,\limenti c.- la. 'iutrizione. 
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stente, fosseru le spit· pitt idonee· a rivelan· un danno da organofosfori ci, chr· 
non la colinesterasi c l'ariles terasi plasmaticbc totali . 

Nt~l secondo caso inve(:f'. l'uso della regressione ci permt>tlc non solo di 
ri velare• le spie più significative, ma di fornire informazioni sulle possibili dif
ferenze di comportamento di enzimi diversi, chi' siano spie significative di 
danno dovuto allo stesso tossico. 

Vediam o ora alcuni esempi tratti da ricerche eseguite nel nostro IBtituto 
che ci permettono di chiarire il concetto. 

l ) Gruppi di conigli sono stati intossicati cronicamente con sommitti· 
strazione giornaliera per 15 gg con l O mgfkg di Zineb [2) per via gastrica. 
U trattamento è stato ripetuto 3 volte a distanza di circa 2 mesi uno dall 'al
tro. I valori ematici di leucino-amino peptidasi ( LAP) c paraoxonasi (POX) 
sono stati misurati sia in preesposizione sia per tutti i 15 giorni del tratta
mento per ogni trattamento. l dati di ogni trattamento sono stati considerati 
come un unico insieme, e sui tre insiemi derivati è stata ricavata la media geo
metrica (Fig. l ). Ne è risultato che se il LAP potrebbe essen: considerato 
una buona spia di danno (infatti si ha una diminuzione con correlazione c 
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Fig. l. - Confronto tra effeui dei trattamenti su LAP e paraoxona1>i. Per o~oi trattaweuto 
è riportata la media dei log. mU/ ml. 
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regre ione nel tempo dei tre io Ìt.•mi significativi), la POX ooo ha pratica
mente ubito alcuna 'ariaziooe significativa. Questo ci dice cht, ebbene en
trambi I)UCI:!ti enzimi facciano pa rt e deUa ) f .F.O. (Mixed Functioo Oxidase) 
Ppatica, tlc·putata a lla detossificuzioue, solo il LAP è iotert' salo dall'azione 
dei ditiocnrbamati . 

2) Gruppi di conigli sono s l uti intossicati per 15 giorni con l mg,k g/ 
giorno di TMT D [3] per via gastrico. J n preespositorio, a l 7 o 15 giorno sono 
s tati dosut i il LAP e la fos fatasì alcalin a. U calcolo d elle rette di rl'gressione 
ed il confronto fra i coefficienti ungolari relativi (Fig. 2) ha climo trato che la 
tlim.inuziont dei d ue t'nzimi a' vif'nf' con un andamento 'l lgT~ificati' amt'nte 
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FifZ. 3. - Schema di applicazione della Cluster Amdys:iJS a partir(· da rih' ' 'IIZioni copidemio

lo!!ichc di campo. 

diverso, indice di un diverso meccanismo di azione dei DTC sui due enZJml. 
1n particolare la fosfatasi alcalina potrebbe essere, v isto anche la sua minort: 
"ariah ilità, interessata da una azione diretta s imilchelante dei DTC, mentre· 
la dimiuuzione del LAP potrebbe essere legata ad un effetto indiretto sui 
meccanismi di sintesi o di rilascio dell'enzima. 

Tuttavia il metodo epidemiologico e quello sperimentalt- di laboratorio 
vanno integrati in quanto che ciò che si rileva suJ campo non sempre è tra· 
s ferihile in laboratorio, a causa di variabili non consideratf'; sp esso infatti 
ci si t rova di front e ad una molteplicità di inputs tossic:i. nelle situazioni reali, 
riApetto alla possibilità di una simulazione di laboratorio: d' altra partr, 
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quanto viene riscontrato in laboratorio non sempre può essere trasferilo nelle 
!'itu azioni n•ali epidemiologiche. 

Una ulterio re espansione biomatematica per un approccio che possa 
>' uperare lo hiatus tra epidemiologia e tossicologia sperimentale, già speri
mentato in que to I stituto in a ltri campi [4-], potrebbe essere rappresentata 
dalla « Cluster Analysis » [5]. Questo metodo permette di riunire qualsivo
glia numero di variabili influenzanti un fenomeno dinamico in un unicp vet
tore espressione ùello stesso fenomeno, il quale vettore confrontato sia con 
i vettori ottimali e pessimali ricavabili da sperimentazioni già fatte, sia con 
i ,·ct tori ottenu t i da dati storici precedenti, s ia con la popolazione com pie siva 
dei dati, ci dà f[Ueste due possibilità di informazione: 

a) di seguire l' andamento del complesso fis iologico sottopos to a ri
schio di danno valutandone le eventuali correlazioni signi6cative esistenti 
tra le variabili considerate, e tra queste ultime le vere responsabili delle va
riazioni totali osserv ate; 

b) di valutare, nel caso di più inputs tossici, quali di questi siano vera
mente responsabili di rischio di danno, e quali ancora siano le spie metabo
liche effettive da considerare, nel sis tema complessivo. 

Questo si ottiene partendo e dalla popolazione per le verifi che di labora
torio (Fig. 3), e da un modello funzionale di labora torio per la verifica sulla 
p opolazione. 

Concludendo, pare che l'argomento da noi rapidamente illustrato in 
questa sede meriti ogni attenta considerazione e studi approfonditi ulteriori, 
p erch é l'uso di modelli matematici standarclizzati permetterebbe di valutare 
in modo più oggettivo i risultati, da una parte, e dall' altra di programmare la 
sp erimentazione in modo più ordinato. 

Riassunto. - Gli AA., sulla b ase di loro osservazioni rpidemiologiche 
e di tossicologia sperimentale esaminano l'uso della correlazione e regrcssione 
per l'interpretazione dei dati onde ottenr re l'indi viduazione, t ra le variabili 
in esame, di quelle più significative. 

Essi propongono infine l' applicazione della « Cluster Analysis » per su
perare eventuali discrepanze tra i risultati epidemiologici e di tossicologia 
sperimentale. 

Summary ( l\fethodological considerations l>n correlation a.nd rrsrrssion 
analysis in envirorunental toxicology ). - The A.A. consider t he use of C<lrre
Jation and regression analysis in order to evaluate, from epidemiologica! and 
experimental da ta, the most significative paramet crs. 

T hey suggest also tbe use of Cluster Analysis lo improve tbe corn•la tion 
betwc•·n t>pidemiological and experim l!ntal informations. 
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