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Il benzene ¢ un inquinante ambientale ubiquitario le cui principali sorgenti sono i processi
industriali, quali combustione di olio e carbone, produzione e stoccaggio di rifiuti, gas di scarico
degli autoveicoli, evaporazione dalle stazioni di benzina. Inoltre il fumo di sigaretta rappresenta
un'altra fonte di introduzione dell'inquinante nell'ambiente.
Il principale effetto tossico del benzene riguarda I'ematopoiesi, un effetto esclusivo, che lo
contraddistingue da tutti gli altri idrocarburi aromatici (1, 2). I dati riguardanti gli effetti a seguito di
sposizione acuta per via inalatoria (60 ppm per due ore) indicano chiaramente l'insorgenza di
@eucopenia anemia e¢ trombocitopenia sebbene alterazioni ematologiche possono evidenziarsi
anche in individui professionalmente esposti a vari livelli di benzene e per periodi di tempo
intermedi o prolungati. Il potenziale meccanismo responsabile dell'insorgenza di pancitopenia
@ell‘uomo ¢ la distruzione delle cellule staminali del midollo osseo, il disturbo della E
ifferenziazione di queste cellule e/o la distruzione di precursori delle cellule del sistema E
ematopoietico e delle cellule circolanti. La pancitopenia, quando ¢ seriamente compromessa la
funzionalita del midollo osseo pud evolvere in anemia aplastica. La pancitopenia puo essere
accompagnata da iperplasia del midollo osseo, una condizione considerata pre-luecemica (1-3).
Studi epidemiologici hanno dimostrato che l'esposizione industriale a benzene ¢ associata ad un
aumentato rischio di leucemia mieloide acuta (3-5). Questo effetto sembra essere mediato dalle
proprieta clastogene ed aneuploidogene del benzene stesso (6). Studi su individui professionalmente
esposti hanno evidenziato anomalie cromosomiche al seguito di esposizioni sufficienti a produrre
discrasie ematiche (1, 6). L'esposizione professionale, cronica a benzene sembra causare danni @
cromosomici in linfociti e cellule del sistema ematopoietico. Numerosi sono gli studi effettuati su
individui esposti ad un ampio intervallo di livelli di benzene -da 1 ppm a 100 ppm- per periodi
variabili (1, 6), che hanno evidenziato un incremento della frequenza di aberrazioni cromosomiche
sia strutturali che numeriche. Pit di recente, incrementi della frequenza di micronuclei sono stati
dimostrati in linfociti di lavoratori esposti, anche con risultati dose-dipendenti (7). I dati ottenuti da
studi condotti sul roditore hanno confermato la potente genotossicita del benzene, con risultati
chiaramente positivi per quanto riguarda incidenza di aberrazioni cromosomiche, sister chromatid
exchanges (SCE) e micronuclei in cellule di midollo osseo ed in linfociti (1, 2).
La tossicita del benzene ¢ riconducibile al suo complesso metabolismo. Il benzene viene convertito
ad ossido dalle ossidasi microsomiali epatiche a funzione mista. L'ossido pu0 riarrangiarsi non
enzimaticamente a formare fenolo; reagire con il glutatione a formare acido premercapturico, che a@
sua volta viene convertito ad acido I-fenil-mercapturico; o, ancora, reagire con l'epossido idrolasi
microsomiale che lo converte in benzene 1,2-diidrodiolo o 1,4-diidrodiolo. La deidrodiolo
deidrogenasi citosolica ¢ responsabile della riaromatizzazione dell'anello, con formazione di catecolo
ed idrochinone. Un altro metabolita potenzialmente tossico del benzene, la muconaldeide, derivante
dall'apertura dell'anello epossidico, va incontro ad una serie di reazioni che portano alla produzione
di uno dei metaboliti urinari, 1'acido t,t-muconico (2).
La tossicita ematopoietica del benzene ¢ direttamente correlata al metabolismo nel midollo osseo
degli idrossiderivati formati nel fegato (2, 3). I metaboliti chinonici, tra cui il p-benzochinone, @
sembrano essere 1 principali responsabili della tossicita del benzene, grazie alla capacita di legare
covalentemente le proteine (2). Il catecolo e l'idrochinone sono ulteriormente metabolizzati nel
midollo osseo da parte dell'enzima mieloperossidasi (MPO), rispettivamente in 1,2- e 1,4-
semichinoni che, a loro volto possono disproporzionare portando a catecolo, 1,2- o 1,4-




Leucopenia

Per leucopenia si intende una diminuzione al di sotto di 4000 cellule/mm3 (nella specie umana) del
numero dei leucociti circolanti; con tale espressione si esprime una diminuzione leucocitaria
generalizzata non distinguendo quale delle varie popolazioni leucocitarie risulti diminuita.
Essa pu0 essere dovuta sia a una diminuita produzione di granulociti da parte della matrice
midollare sia a una loro aumentata utilizzazione o  distruzione periferica.
Il deficit della produzione midollare, oltre che una diminuita capacita proliferativa, puo essere
legato a un aumento della granulopoiesi inefficace o a un blocco della mobilitazione dei granulociti
dal compartimento di deposito midollare verso il sangue.

Anemia

L'anemia e definita dalla caduta del tasso di emoglobina (Hb) nel sangue. Per I'uomo si definisce
anemia una situazione di Hb <13 g/dl, per la donna Hb <12 g/dl. Nella definizione si possono usare
anche altri due parametri, quali I'ematocrito (M Hc<40%; F Hc<37%), in tal caso si parla di

oligocitemia o il numero di globuli rossi.

Trombocitopenia

Per piastrinopenia (0 trombocitopenia o ipopiastrinemia) si intende una quantita di piastrine (o
trombociti) circolanti inferiore a 150.000/mm3 (valori di riferimento 150.000 - 400.000/mm3).

Pancitopenia

La pancitopenia € la riduzione di tutte le cellule presenti nel sangue. Essa puo essere dovuta a
svariate cause (leucemie, gravi infenzioni, patologie del midollo 0sseo).
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Differenziazione Cellulare

Processo che, negli organismi pluricellulari, regola i meccanismi di diversificazione delle
caratteristiche morfo-fisiologiche delle cellule, e ne consente il loro mantenimento all’interno del
patrimonio genetico.

Alcuni organismi, come ad esempio 1 batteri acidoplastici o i protozoi, possono consistere di una
singola cellula ed essere definiti unicellulari. Altri organismi, come 1'uomo (formato da circa 100
mila miliardi di cellule), sono invece definiti pluricellulari.

Le cellule degli organismi unicellulari presentano caratteri morfologici solitamente uniformi.

Le cellule di un organismo pluricellulare, invece, pur provenendo da un’unica cellula madre
(embrione) iniziano un percorso che le porta, al culmine dello sviluppo e della maturazione, a
differenziarsi in forma, grandezza, rapporti e funzioni specializzate, fino alla costituzione di tessuti

ed organi.

Questo processo, che ha inizio gia a livello embrionale, consiste quindi in una sorta di lento
processo di specializzazione funzionale, che porta le cellule ad organizzarsi ed auto-organizzarsi in
colonie diverse, per poter dar forma, quindi, ai nostri diversi tessuti, ai nostri organi, e in ultimo al
nostro corpo.

Le cellule, giunte al termine di questo cammino regolato dal processo di differenziazione ( che
sostanzialmente coincide con il termine della fase di sviluppo dell’individuo), mantengono
sostanzialmente invariate le loro caratteristiche morfo-fisiologiche, fino al momento della loro
morte naturale (apoptosi).

Le informazioni che consentono alle cellule di evolvere, differenziandosi in una maniera cosi
perfetta ed ordinata, sono contenute nel DNA ( informazione genetica).

Queste informazioni sono “scritte” all’interno del DNA in un “linguaggio chimico”.

Il DNA puo quindi essere alterato/modificato dall'azione di numerosi agenti, genericamente definiti
mutageni , e portare successivamente la cellula a commettere errori nei propri processi fisiologici,
compresa la perdita della capacita di trasferire alle cellule figlie le proprie precise caratteristiche
(perdita o disturbi della differenziazione), dando vita a cellule “diverse” (neoplasia)
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5. Azione sul midollo osseo

Mieloprotettiva, con regolazione della crasi ematica e della dinamica midollare diretta
principalmente sulle cellule progenitrici delle piastrine, i megacariociti, e pertanto sulla
piastrinopoiesi, ma anche su leuco ed eritropoiesi ¢ sulla formula leucocitaria. In pratica
la MLT ¢ il fattore primario della produzione, maturazione e, con la citocalasina B di
immissione nel sangue, delle piastrine da parte del midollo osseo e anche se in misura
minore, della produzione di globuli rossi, bianchi e della regolazione della formula leu-
cocitaria, orientandola in senso granulocitopoietico. La scoperta fu comunicata dal Prof,
Di Bella nel 1969 ad Alghero, al Congresso Nazionale della Societa Ttaliana di Biologia
Sperimentale ¢ i dati emersi dall'approfondimento ¢ dal progredire della ricerca furono
oggetto di pubblicazioni ¢ comunicazioni da parte del Prof. Di Bella alla Societa Medico
Chirurgica a Bologna nel 1973, a New Delhi al 26° Congresso Internazionale di Fisiolo-
gia. Nel 1976, pubblicava sul Bollettino della Societa Italiana di Biologia Sperimentale
“Rilievi fisiologici ed effetti della MLT sulle talassemie”, in cui evidenziava la funzione
trofica della MLT sul midollo osseo, non solo a livello di piastrine ¢ leucociti, ma anche
di eritrociti, Nei talassemici, dopo quattro settimane di trattamento con MLT con dosi
oscillanti tra 10 e 20 mg, in relazione al peso ¢ all'eta, si registra un incremento di circa
2 g di emoglobina, la cui degradazione, viene ritardata dalla MLT, A Kioto al 16" Con-
gresso Internazionale di Ematologia, ncl 1978 ad Amsterdam al primo Colloquio del-
I'European Pineal Study, a Tokio nel 1979 al Congresso Internazionale di Ematologia, a
Brema nel 1980 all'International Symposium on Melatonin, a Bowral in Australia nel
1991 all'International Symposium on Pineal Hormones, il Prof, Di Bella comunicd le
conclusioni di complessi studi sperimentali, condotti a Sue spese, nel Suo laboratorio
privato che confermavano il ruolo centrale della MLT sulla crasi ematica, la dinamica
midollare, il tasso piastrinemico, I'aggregazione piastrinica, Bisognava arrendere il 1997
perché alcuni autori tra cui Lissoni, Tancini, Barni et al. pubblicassero uno studio a con-
ferma della scoperta del Prof. Di Bella, dal titolo “The pineal Hormone Melatonin in
Hemarology and its Potential Efficacy in the Treatment of Thrombocytopenia” (Rec
Prog, 1997). L'anno successivo Bubenik, Blask, Reiter, Maestroni (82) confermavano il
dato che la MLT ha una funzione emopoietica nell'articolo intitolato “Prospects of the
clinical utilization of Melatonin” (Bio/ Signals Recep, 1998). 11 dato ¢ stato recentemente
confermato da vari aleri autori tra cui Lissoni, Tancini, Paclorossi, Barni ct al, (83) in
uno studio clinico di fase 2, pubblicato nel 1999 sul Jowrnal of Pineal Research, in cui si
conclude che la MLT & efficace nella trombocitopenia dovuta al cancro e nel prevenire la
piastrinopenia da chemio. Interessante anche lo studio pubblicato da Galnon nel 1998
su Drugs, circa 'evidente effetto positivo della somministrazione di MLT ad ammalati in
stato di cachessia neoplastica.
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3. Azione di attivazione ¢ potenziamento delle difese immunitarie

E ammesso anche un ruolo attivo della MLT nell'immuniti naturale, che ne verrebbe
sostenuta e particolarmente esaltata soprattutto in corso di attivazione del sistema im-
munitario da parte di agenti neoplastici o infettivi. 'azione immunitaria si svolgerebbe
prevalentemente in forma indiretta sui linfociti ¢ monociti attraverso 'induzione e la
modulazione delle citochine 1L2, IL3, IL12, e sull'attivazione dei linfoeln T-helper 2,
indotti dalla MLT a produrre IL4 e ILS, cosi come vengono stimolate le cellule T cito-
tossiche, T-helper, quelle NK. La MLT potenzierebbe 'immuniti anche attraverso V'atti-
viti citolitica LAK e il rilascio di citochine e linfochine da parte delle cellule T. Pianez-
za, “Oltre la chemioterapia” (Ed. Raphael, 1998); Maestroni, “The immunoendocrine
role of MLT™( J Pincal Res, 1993); Mackenses et ul. (Pathobiviagy, 1991); Lissoni et al.
(Gancer, 1994); Russel et al, “MLT T'ormone che allunga la vita" (Mondadori, 1996),
Nello stesso anno Skwarlo-Sonta (61) pubblico su Aeva Neurobiologiae Experimentalis,
uno studio relativo alle strette connessioni funzionali tra epifisi e immunita, sottolinean-
do il ruolo oncostatico della MLT attraverso il potenziamento dell'immunitd, Secondo
Bartsch et al. (62), a causa dclla sua azione stimolante sulle cellule dotate della capacita
di potenziare 'immunita, la MLT puo, insieme con altri suoi meccanismi d'azione, eser-
citare un'azione inibente sulla crescita del tumore. Nel 1998 Fraschini et al. (63) pubbli-
cavano su Biological Signals uno studio sperimentale sulle proprieti oncostatiche della
MLT attraverso meccanismi neuroendocrini e il potenziamento della capacitd immuni-
tarie.

56





utente
Allegato File
MLT e immunità.pdf


melatonin and lymphoma - PubMed result - Windows Internet Explorer

23 it ncbirim. i govipubmed

Sl[B)[%)x]

pubmed (2%

Flo Modfica Visusizza Preferti Strumenti 7

23 it ncbirim. i govipubmed

Sl[B)[%)x]

pubmed

Flo Modfica Visusizza Preferti Strumenti 7

S prefer

id

Sr——re—————y 0

o

-+ ) @ - pagna- Saremas smnent- @+

MyNCBI Signin

Inelatonin and leukemia

RSS Savesearch Limits Advanced search Help

Pubmed,gov
Search

US. Nations! Libray of Medicine
Nationsl Institutes ofHealtn

Display Settings:

‘Summary. 20 per page, Sorted by Recently Added

Results: 1 to 20 of 44 Page|1

0 cells

Koh W. Jeong SJ. Lee HJ. Ryu HG, Lee EO, Ahn KS. Bae H, Kim SH

J Pineal Res. 2011 Jan 18. doi: 10.11114.1500-079X 2010.00852 [Epub ahead of print]
PMID: 21244482 [Publied - 35 supplied by publisher]

Related citaions

Um HJ. Kwon TK.

J Pineal Res. 2010 Oct 49(3283-90. doi: 10.1111/,1600-079X 2010.00793 . Epub 2010 Jul 7
PHID: 20626587 [Publied - in process]

Related citaions

[ Effects of 50-Hz magnetic field exposure on superoxide radical anion formation and HSP70 induction in human K562 cells
Mannerling AC. Simko M. Mild KH, Mattsson MO.

Radiat Environ Biophys. 2010 Nov49(4)731-41. Epub 2010 Jun 26.

PHID: 20582429 [Publied - in process]

Related citaions

Sendto

of3 | Next>

[ Protective effect of melatonin on oxaliplatin-induced apoptosis through sustained bicl-1 expression and anti-oxidant action in renal carcinoma Caki cells

Last>>

[ Welatonin promotes puromycin-induced apoptosis with activation of caspase-3 and 5'-adenosine monophosphate-activated kinase-alpha in human leukemia HL

Fiter your results:
Al (44)
Review (11
Free Full Tex 5

Mansoe Fiters

Titles with your search terms S

“The use of melatonin and co-treatment with
autologous or allogene [Adv Exp lled Biol. 1999)

‘See more,

2 free full-text articles in PubMed (=)
Central

Extremely low frequency
electromagnetic ields (EHF [Neuro Oncol 1999]

Frevention of immune dysfunction and vitamin £
1055 by dehydroepiandroste [mmunology. 1999]

See all (2).



utente
Allegato File
pubmed - melatonin and leukemia.bmp


10 SPERIMENTAZIONI ZKEYIE - N, 2/2000

SPERIMENTAZIONI Experimental research

LA MELATONINA NELLA TROMBOCITOGENESI
MELATONIN IN THROMBOCYTOGENESIS

M.T. ROSSI and L. DI BELLA
(Cattedra di Fisiologia Generale, Universita di Modena. 41100 Modena ltaly)

(Int. Workshop, Tuebingen, 1987)

Abstract:

The article shows the essential role of MLT in thrombocytogenesis and throws sufficient light upon the uni-
versal role of this substance.

It contemplates the inneroation of bone marrow and the physiological role that myelinated and non-myelina-
ted fibers play in the b.m.; it also takes into consideration the role of beta-adrenergic agonists and antagonists
and the stimulation of the sympathetic lumbar chain.

Furthermore it underlines the fundamental observation that the electrical stimulation of the habenular ganglia
brings about a transitory but significant rise of the blood pl count. It also shows up the high meaning of the
reactions that platelets display with the vessel wall. Finally it indicates the possible consequences of therapeu-
tic applications in thrombocyfopenic patients..

Riassunto:

Larticolo illustra il ruolo essenziale delln melatonina nella trombocitogenesi e fa sufficientemente luce sul ruolo
universale di questa sostanza.

Si occupa dell'innervazione del midollo ossco ¢ del ruolo fisiologico che le fibre mieliniche e amieliniche svol-
gono nel midollo osseo nonché del ruolo degli agonisti e antagonisti beta-adrenergici e della stimolazione della
catena lombare simpatica. Sottolinea inoltre la fondamentale osservazione che la stimolazione elettrica dei gan-
&li delle abenule determina aumento transitorio ma significativo delle piastrine nel sangue. Viene poi eviden-
ziato l'alto significato delle interazioni tra la piastring e la parete vasale. Indica infine possibili applicazioni
della terapia MLT in pazienti trombocttopenici,

Key Words:

Throbocytogenesis, pineal gland, habenular ganglia, electrical stimulation, melatonin, platelets, thrombocito-
peiic patients.

Parole chiave:

Trombocitogenesi, ghiandola pineale, gangli delle abenule, stimolazione elettrica, melatonina, piastrine, pazien-
ti trombocitopenici.
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COMMENTO

Con la pubblicazione di questo articolo si intende riallacciarsi a quello sulla Melatonina precedentemente pubblicato
in questa rivista (si veda “FUNZIONI DELLA PINEALE, PROSPETTIVE-PERSPECTIVES IN PINEAL FUNC-
TIONS" in: Skepsis, n. 2-3) proseguiendo cosi, attraverso i fondamentali studi del prof. L. Di Bella, un itinerario di appro-
fondimento che possa portare un contributo di chiarezza in un campo tuttora preda piuttosto di opinioni che non sede di
seriq conoscenza.

Moltissimo e stato detto sulla MTL, specialmente nell ‘ultimo decennio, a volte a proposito, il piit spesso superficialmente
se non proprio chiaramente a sproposito. E’ lo strano destino di una molecola “orfana”, chimicamente piuttosto semplice ma
al contempo affascinante per quanto complessa e sfuggente nelle sue numerosissime interazioni.

A fornire la “vulgata” di questa sostanza ci hanno pensato in molti, dalle riviste di medicina “alternativa”, fino alle
rubriche della salute ospitate net pin diversi settimanali. A riversarla sul mercato ci pensa ormai ogni farmacia, sulla scia
di una solida superficialita all'americana che ne ha fatto semplice oggetto di commercio nei “drug stores”.

In realta ben pochi ne hanno afferrato, almeno in parte, le validissime implicazioni fisiologiche e fisiopatologiche.

1l grande pubblico é rimasto impressionato da un'enfatizzata azione antiinvecchiamento, i piit esperti dei linguagqi
tecnici (per lo pitt glornalisti) si sono baloccati con una sua qualche funzione “antiradicali liberi” (la terminologia colpi-
sce...), altri ne hanno sottolineato l'azione regolatrice sui ritmi circadiani e, non ingiustamente, hanno contribuito a farne
un viatico per i viaggiatori d’aereo. Qualche ricercatore pint accorto ha poi osservato che ha pure a che fare con le mucose
intestinali,

Probabilmente tra i tanti uno dei capitoli pitt interessanti ¢ pero quello che riguarda la funzione della MTL a livello del
sistema nervoso centrale dove, tramite il sistema epitalamo-ipofisario e le sue connessioni, essa appare come una sorta di
interfaccia biochimica tra il macrocosmo, con i suoi cicli espressi in massimo grado dai fenomeni dell'illuminazione solare,
e il microcosmo rappresentato dall‘organisnio vivente. Se molti si sono occupati di questi aspetti, assai pochi hanno invece
notato come questa fondamentale funzione d'intermediazione delln MTL intervenga anche tra l'organismo nel suo coni-
plesso e il SNC, che si rivela cosi come fine regista in un numero assai piti grande e complesso di fenomenti periferici rispet-
to a quanto usualmente si usa pensare. Eppure la MTL ¢ inaspettatamente capace di porre continui e stimolanti interroga-
tivi, basti pensare al fatto che, se pure in rari casi, la MTL é risultata assente nel sangue periferico (cfr. anche L. DI BELLA,
Colloqui, a cura di G. Gentilini, SISTE Editrice, Modena 1999, p. 16).

Senza alcun dubbio nello studio del ruolo essenziale della MTL nella fisiologia del sistema emopoietico il prof. L. Di Bella
ha svolto il ruolo di precursore e pioniere, incamminandosi su una strada ancor 0ggi mal conosciuta e poco compresa.

La MTL, ovvero N-acetil-5-metossitriptamina, deriva dalla 5-idrossitriptamina o serotonina per acetilazione a N-ace-
tilserotonina. E stata scoperta nel 1958 e in seguito studiata, descritta e analizzata dal punto di vista della sintesi (LER-
NER A. B., CASE ].D., TAKAHASHI Y., LEE TH., MORI W,, in: “J. Amer. Chem. Soc.”, 1958, 80, 2587; WURTMANN
R.J., AXELROD J., PHILLIPS L.S., in: “Science”, 1963, 142, 1071-1073).

Gia nel 1969 il prof. L. Di Bella pubblico un importantissimo e pionieristico lavoro sperimentale che indagava i rappor-
ti tra le piastrine (quindi il sistema emopoietico) e il sistema habenulo-epifisario (DI BELLA L., ROSSI M.T., PELLE-
GRINO N., GRIMALDI A., SANTORO V,, Ruolo del sistema abenulo-epifisario nella regolazione del tasso pia-
strinemico, Boll. Soc. It. Biol. Sper. 45, 171, ott. 1969). Appena cinque anni dopo lo stesso Di Bella indicava chiaramente
quali implicazioni i suoi studi potrebbero aver avuto dal punto di vista terapeutico (DI BELLA L., Orientamenti fisiolo-
gici nella terapia delle emopatie. Bollettino delle Scienze Mediche, Organo della Societa e Scuola Medico-Chirurgica di
Bologna; Anno CXLV, Fasc. I, 1974; DI BELLA L., ROSSI M.T.,, SCALERA G., Physiological basis for a rational the-
rapy of bone marrow diseases, 16th Int. Congr. of Hematol., Kyoto 1976 — abstract.). Quindi segnalava anche come i
precisi rapporti tra melatonina e piastrine potessero giocare un ruolo determinante nella terapia delle malattie neoplastiche.
Si ricordino in particolare due decisive comunicazioni: DI BELLA L., Melatonin: an essential factor for tbc treatment
and recovery from leukemia and cancer, Int. Symposium on Melatonin, Bremen, September 28-30 1980; DI BELLA
L., ROSSI M.T, e Melatonin in thrombocytogenesis, Int. Workshop, Tuebingen, 1987). Quest ‘ultino ¢ il lavoro che
viene qui presentato. Le ricerche che sono sequite hanno portato numerosi nuovi contributi, ai quali si rimanda, e hanno
sempre confermato l'importanza e la validita delle intuizioni del prof. Di Bella.

Quanto ora nuovamente proposto non é dunque per nulla superato dalle attuali conoscenze, ma rappresenta invece una
base necessaria per potere correttamente interpretare i dati che i lavori successivi hanno fornito e forniranno. Duole tutta-
via, considerata I'importanza di simili comunicazioni, constatare quainto poco abbiano funzionato le ricadute sia nel campo
degli studi che in quello delle pratiche applicazioni terapeutiche. Lauspicio é dunque quello che una loro piun attenta rilet-
tura possa essere finalmente stimolo a muovere i passi in una divezione che, anche nello studio presentato, rivela portare in
sé i carattert di una solida verita.

(n.d.r)
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INTRODUCTION

Un soggetto adulto normale produce circa 180x109
piastrine (pl) ogni giorno (Harker and Fink, 1969). La for-
mazione e dismissione delle piastrine segue un processo
fisiologico finemente regolato. La produzione di piastrine
per megacariocita (MGC) aumenta per ploidia e dipende
dal numero di replicazioni nucleari endomitotiche.

La “produzione di piastrine da stress” (Tong et al.
1987), in risposta a trombocitopenia acuta e la comparsa
di numerosi processi intrasinusoidali megacariocitari
citoplasmatici, definiti “proplatelets” da Brecker e De
Bruyn (1976) e dimostrati da Radley e Scrufield (1980),
contribuiscono alla produzione di piastrine, propiastrine
e macrotrombociti.

I dubbi sulla ploidizzazione megacariocitaria e sulla
produzione e rilascio di piastrine riflettono I'inefficacia
terapeutica dei farmaci normalmente assunti da pazien-
ti con conta piastrinica alterata. Una utile spiegazione
puo derivare dallo studio dell'influenza che il sistema
nervoso e il sistema neuroendocrino esercitano sulle
funzioni del midollo osseo.

I vasi del midolle

Lordine, finemente e delicatamente delineato, di
maturazione e di rilascio di cellule ematiche e di globuli-
ne plasmatiche nel torrente circolatorio e strettamente
correlato con l'irrorazione e I'innervazione del midollo
osseo. Secondo la nostra opinione ¢ a questo livello che
la (MLT) esercita la sua principale azione fisiologica peri-
ferica.

Le diafisi delle ossa lunghe sono attraversate da un’ar-
teria nutriente e da una o due vene (Rheinelander, 1972).
Larteria nutriente si divide in un ramo ascendente e in un
ramo discendente, che si trovano intorno alla vena cen-
trale. Sia le arterie nutrienti che le vene formano anasto-
mosi con l'arteria e la vena metafisaria ed epifisaria.

Sulla superficie endosteale una rete di vasi € in comu-
nicazione con la rete venosa periostea. Secondo Brooks
(1964) il flusso sanguigno normalmente decorre dall’en-
doostio al periosteo.

11 flusso ematico € maggiore nel midollo osseo che in
quello giallo (Petrakis, 1954). Linfusione di MTL in ratti
trattati con Nembutal, produce una transitoria e limitata
riduzione della pressione a livello midollare, ¢ un mode-
sto incremento della temperatura (Di Bella: risultati non
pubblicati). La pressione intramidollare riflette le flut-
tuazioni primarie, respiratorie e vasomotorie, della pres-
sione arteriosa (Foa, 1936, Foa and Roizim, 1936;
Michelsen, 1967,1968), a seconda della specie animale,
della postura e dell’attivita muscolare tonica e fasica.

Cummings (1962) riporta un flusso sanguigno midol-
lare di 0,51 ml/g/mm. Dato che I'area della sezione tra-

A normal adult subject produces some 180Ox109pla-
telets (pl) every day (Harker and Fink, 1969). Pl for-
mation and inflow follow a finely regulated physiologi-
cal process. The pl production per megakaryocyte (mgc)
increases with ploidy and ploidy results from the num-
ber of endomitotic nuclear replications.

The “stress pl production” (Tong et al. 1987) in
response to acute thrombocytopenia by stress and the
appearance of large intrasinusoidal cytoplasmic mgc
process, termed “proplatelets’ by Brecker and De Bruyn
(1976) and demonstrated by Radley and Scrufield
(1980) may contribute to account for the production of
pl, propl and macrothrombocytes.

The doubts on mgce ploidization and pl production
and release, reflect on the inadequate therapeutic drug
efficacy in patients with altered pl count. A helpful
explanation can arise from the study of the influence
that nervous and neuroendocrine system play on bone
marrow (b.m.) function.

The Bone Marrow Vessels

The finely and delicately designed order of matura-
tion and release of blood cells and plasma globulins into
circulating blood is bound with the nerve fibers and
blood vessels entering the b.m.. In our opinion, it is at
this level that melatonin (MLT) exerts its main physio-
logical peripheral action.

The shafts of the long bones are penetrated by a
nutrient artery and by one or two veins (Rheinelander,
1972). The nutrient artery branches off into ascending
and descending branches, which coil around the central
vein. Both nutrient artery and vein cross-connect with
metaphyseal and epiphyseal artery and vein. At the
endosteal surface a vessel network communicates with
a periosteal venous network. According to Brookes
(1964) the blood flows normally from the endosteum to
periosteunt.

A higher blood flow rate moves on in red than in yel-
low b.m. (Petrakis, 1954). MLT infusion into nembuta-
lized rats produces a transient and limited reduction of
b.m. pressure, as well as a moderate temperature increa-
se (Di Bella: unpublished result). The intramedullary
pressure reflects the primary, respiratory and vasomo-
tor arterial pressure fluctuations (Foa, 1936, Foa and
Roizim, 1936; Michelsen, 1967,1968), according to
animal species, to posture and to tonic and phasic
muscle activity.

Cummings (1962) reported a b.m. blood flow of (.51
ml/g/ mm. Since the cross-sectional area of the venous
system is about 5 times that of the nutrient meta-epi-
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sversale del sistema venoso e circa 5 volte quella delle
arterie nutrienti meta- epi- e periosteale (Bargmann
1930) il flusso sanguigno attraverso il vaso venoso & circa
5 volte piu lento. All'interno del sinusoide la rete vasco-
lare € caratterizzata da una grande superficie di sezione
e dall'estrema sottigliezza delle pareti che sono rivestite
da cellule piatte con rare sovrapposizioni; mancano
membrane basali e desmosomi (De Bruyn et al. 1966;
Paese, 1956; Zamboni and Paese, 1961).

| megacariociti nel midollo osseo

I megacariociti si trovano vicini alla parete sinusale
(Lichtman et al. 1978, Tavassoli, 1980, Tavassoli e Aoki
1981), in intimo contatto con la cellula endoteliale, cosi
che né la membrana basale né le cellule avventiziali vi si
trovano interposte (Weiss e Chen, 1975).

Le cellule midollari (del midollo) potrebbero migrare,
verosimilmente nei sinusoidi, attraverso il citoplasma
delle cellule endoteliali (Campbell, 1972; De Bruyn et al.
1971; Foa e Roizin, 1936; Muto, 1976; Tavassoli, 1977;
Throwbridge et al. 1982; Weiss,1970).

La migrazione cellulare potrebbe essere attiva o pas-
siva, cioe secondaria alla pressione differenziale attra-
verso la parete sinusoidale.

La maturita cellulare (Giordano e Lichtman, 1973) e
la deformabilita cellulare (Le Blond et al. 1973, Lichtman
1970) interagiscono diversamente con la parete sinusoi-
dale. Nel midollo osseo femorale del ratto normale i
megacariociti sono disseminati a caso su tutta la diafisi
con un minimo alle estremita metafisarie. Nel ratto il
rapporto tra il numero assoluto di megacariociti del
midollo osseo e il peso netto del midollo osseo cresce
dopo trattamento cronico (3 mesi) con MLT intraperito-
neale (Di Bella: risultati non pubblicati). Questo aumen-
to potrebbe derivare da una maggiore cellularita, da
una riduzione del liquido intercellulare del midollo
0sseo, cosi come da un aumento della densita dei mega-
cariociti, senza modificazioni del loro modello di distri-
buzione.

Nel ratto I'osmolarita del sopranatante del liquido
intercellulare rimane costante, a temperatura ambiente,
fino a 12 ore; al contrario 1'osmolarita del midollo osseo
nel suo complesso aumenta di 70 mOsm/h (Di Bella et al.
1975a, 1975b). Viene avanzata l'ipotesi che alcune cellule
del midollo osseo abbiano la peculiarita di assorbire
acqua dall’ambiente circostante, /0 secernere sostanze
nello stesso fluido. Il volume cellulare del midollo osseo
aumenta quando le cellule migrano nel plasma del sinu-
soide; attraverso questo meccanismo la migrazione cel-
lulare é facilitata e unidirezionale.

Il gradiente osmotico e la pulsazione ritmica delle
arterie del midollo osseo sono entrambi eventi impor-
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periosteal arterias (Bargmann, 1930) the blood flow,
through the venous vessel is approximately 5 times slo-
wer. Within the sinusoidal network is characterized by
its large size and the extreme thinness of its walls that
are lined by flat cells, with rare overlapping; without
basement membranes or desmosomes (De Bruyn et al.
1966, Paese, 1956, Zamboni and Paese, 1961).

The Megakaryocyte In The Bone Marrow

Mge lie adjacent to the sinus wall (Lichtman et al.
1978; Tavassoli, 1980; Tavassoli and Aoki, 1981), in
close apposition to the endothelial cell, so that neither
basal membrane nor adventitial cells are interposed
(Weiss and Chen, 1975)

The marrow cells could likewise migrate into sinu-
soids through the cytoplasm of the endothelial cells
(Campbell, 1972; De Bruyn et al. 1971; Foa and
Roizin, 1936; Muto, 1976; Tavassoli, 1977;
Throwbridge et al. 1982; Weiss, 1970).

The cell traffic could be active or passive, i.e. secon-
dary to the differential pressure through the sinusoidal
wall.

Cell maturity (Giordano and Lichtman, 1973) and
cell deformability (Le Blond et al. 1973; Lichtman 1970)
interact differently with the sinus wall. In the normal rat
femur bom. mge are randomly scattered all over the
diaphysis with a minimum at the metaphyseal ends. The
ratio between the absolute number of rat ban.mge and
the dry weight of the b. m. grows after chronic (3
months) i.p. MLT treatment (Di Bella: unpublished
results). This increase may originate from a higher cel-
lularity and a parallel reduction of the b.m. intercellular
fluid, as well as from a rise of mgc density, without chan-
ge of their distribution pattern.

The osmolarity of the supranatant intercellular fluid
remains constant at ambient temperature up to 12 hrs;
on the contrary the osmolarity of the whole rat b.m.
increases by 70 mOsm/hr at ambient temperature (Di
Bella et al. 1975a, 1975b). The deduction is put forward
that some b.m. cells enjoy the peculiarity of taking up
water from the surrounding medium, and/or secreting
substances into the same fluid. The b.m. cell volume
imncreases when the cells migrate into the sinusoid pla-
sma; through this mechanism the cellular traffic beco-
mes easy and occurs unidirectionally.

The osmotic gradient and the rhythmical pulse by
the b. m. arteries are both momentous events for pl
and/or mgc entrance into the blood current.

MLT plays a prevailing, manifold role in all these
processes (Lemaitre et al. 1981), as is proven both by the
histological evidence of b.m., and by the propitious cli-
nical course of several blood diseases, after MLT treat-
ment.
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tanti per il passaggio di piastrine e/o megacariociti nel
torrente circolatorio.

La MLT gioca un ruolo predominante e molteplice in
tutti questi processi (Lemaitre et al. 1981), com’e stato
provato sia dall’evidenza istologica del midollo osseo
che dal decorso clinico favorevole di svariate malattie del
sangue dopo trattamento con MLT

Linfluenza della melatonina sui megacariociti

I megacariociti, in vitro, manifestano un comporta-
mento peculiare. Nakeff (1977) ha dimostrato che ¢ stato
possibile studiare la formazione di piastrine in coltura.
Le condizioni ottimali per la coltura cellulare di colonie
di megacariociti, sono state definite da diversi autori
(Metcalf et al, 1975; Nakeff et al. 1975; Porter and
Gengozian, 1972). Addizionando ADP o MLT o entram-
bi a una sospensione di cellule di midollo osseo le mem-
brane di alcuni mgc si affinano, si rompono e infine rila-
sciano grappoli di pl (Di Bella et al. 1979a,b; Harker and
Fink, 1969; Rossi et al. 1979). Il processo si manifesta con
la formazione di frammenti citoplasmatici dal corpo di
mggc; tali frammenti fluttuano attraverso gap della mem-
brana sinusoidale e si trasformano in piastrine anche se
l'intero mge puo entrare nel sangue e fermarsi nel circo-
lo polmonare (Kallinikos-Maniakis, 1969; Kaufman et al.
1965a,b; Pederson, 1978).

LUinnervazione del midollo osseo

Un problema ancora non risolto riguarda il ruolo
fisiologico che le fibre mieliniche e amieliniche svolgono
nel midollo osseo. La maggior parte delle fibre entrano
nella cavita ossea attraverso il canale nutriente, solo alcu-
ne attraversano i forami epi-, meta- e diafisari. (Gros,
1846; Ottolenghi, 1902; Rossi, 1932; Variot and Remy,
1880). La maggior parte delle fibre mieliniche sono affe-
renti: esse trasmettono la sensazione di dolore o sono col-
legate ad archi riflessi ancora non noti (Kuntz e Richins,
1945). La maggior parte delle fibre nervose simpatiche
amieliniche sono probabilmente legate alla regolazione
del diametro del vaso sanguigno, molte terminazioni li-
bere, a forma di spazzola, anello, bottone o filamenti sono
probabilmente colinergiche (Miller e Kasahara, 1963).

Le fibre nervose parenchimali sono prevalentemente
colinergiche, cosi come alcune fibre nervose adiacenti ai
grossi vasi (Calvo, 1968). Altre fibre che decorrono nel-
I'avventizia delle arterie e delle arteriole, o associate a
venule, vene e sinusoidi sono al contrario adrenergiche

(Miller e McCuskey, 1973).

La differenziazione morfologica dei nervi del midol-
lo, nel ratto, si completa entro le prime due settimane di

ZKEWIX - N. 2/2000

The Influence Of Melatonin On Megakaryocytes

Mgc show a peculiar behaviour in vitro. Nakeff
(1977) demonstrated that it was possible to study pl for-
mation in plasma culture. The conditions for a succes-
sful culturing of colonies in a plasma culture system and
the transfer to a slide for AChE staining, as a specific
cytochemical marker have been established by several
authors (Metcalf et al., 1975; Nakeff et al. 1975; Porter
and Gengozian, 1972). By adding ADP or MLT or both
to a suspension of b.m. cell the membranes of some mgc
grow thinner, break and finally release a cluster of pl (Di
Bella et al. 1979a,b; Harker and Fink, 1969; Rossi et al.
1979). The process resembles the formation of cytopla-
smic fragments from the body of mge, that flow through
gaps of the sinusoidal membrane and turn into pl,
although the whole mgc can enter the blood and stop
within the pulmonary circulation (Kallinikos-Maniakis,
1969; Kaufman et al. 1965a,b; Pederson, 1978).

The Innervation Of Bone Marrow

A not yet settled problem concerns the physiological
role that myelinated and non-myelinated fibers play in
the b.m.. Most fibers enter the bone hole through the
nutrient canal; only a few fibers cross epi-, meta— and
diphyseal foramina (Gros, 1846; Ottolenghi, 1902;
Rossi, 1932; Variot and Remy, 1880). Most myelinated
fibers are afferent: they convey pain sensation or are lin-
ked to yet unknown reflex arcs (Kuntz and Richins,
1945). Most sympathetic non—myelinated nerve fibers
are probably tied to blood vessel diameter regulation;
many free endings, such as brushes, rings, buttons or
filaments are probably cholinergic (Miller and
Kasahara, 1963).

Parenchymal nerve fibers are predominantly AChE
positive, as well as some nerve fibers that are adjacent
to large blood vessels (Calvo, 1968). Other nerve fibers
in the adventitia of arteries and arterioles, or associated
with venules, veins and sinusoids are on the contrary
adrenergic (Miller and McCuskey, 1973).

The morphological differentiation of the marrow
nerves is completed within the first two weeks of life in
the rat, when the newborn rat begins to respond to
erythropoietin (Garcia and Van Dyke, 1961), to starva-
tion and hypoxia (Lucarelli et al. 1968). The coupling of
these experimental reports has suggested the specula-
tion that hematopoiesis enjoys a neuro-humoral con-
trol, and that the cells released from the b.m. are con-
trolled by sympathetic fibers (Di Pace et al. 1975).

B-adrenergic agonists increase erythropoiesis even
in polycytemic mice (Fink and Fisher, 1977 a,b), whe-
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vita, quando nel neonato si osserva risposta all’eritro-
poietina (Garcia e Van Dyke, 1961), alla fame e all'ipossia
(Lucarelli et al. 1968). Una valutazione d'insieme dei
lavori presenti in letteratura ha suggerito 'ipotesi che
I'ematopoiesi si avvalga di un controllo neuro-umorale,
e che la liberazione di cellule dal midollo osseo sia con-
trollata da fibre simpatiche (Di Pace et al. 1975).

Agonisti -adrenergici aumentano l'eritropoiesi anche
in topi policitemici (Fink e Fischer, 1977 a,b), mentre il
propranololo, antagonista beta-adrenergico, la inibisce
(Brown e Adamson, 1977, Brown et al. 1976; Gangar et al
1975). Recettori B-adrenergici sono stati trovati persino
sulle cellule staminali (Byron, 1972). La stimolazione
della catena lombare simpatica induce il rilascio sia di
reticolociti che di granulociti neutrofili (Di Pace e
Webber, 1975). E’ stata dimostrata la presenza di coline-
sterasi in eritrociti, piastrine e plasma in diverse specie
animali (Augustinsson et al. 1952; Zajicek and Datta,
1953). Koelle (1951) ha trovato siti di attivita AchE su
membrane piastriniche ed eritrocitarie. Zajicek (1954) ha
dimostrato una elevata attivita AchE in piastrine e mgc
di conigli e ratti. Attivita AchE ¢ stata anche osservata in
cellule embrionali (Minganti e Falugi, 1980) e tumorali
(Falugi et al. 1983), cosi che ¢ stato postulato un coinvol-
gimento dell'enzima nella regolazione delle funzioni
della membrana plasmatica (Finin et al. 1979; Gandin et
al. 1979). AchE ¢, in apparenza, un marcatore primario
dei megacariociti.

Addizionando MLT a una sospensione di cellule di
midollo osseo, compaiono grappoli di pl sulla membra-
na mgc. Assunta oralmente o per via i.m. la MLT (circa
0,2 mg/Kg b.w./giorno) pud portare a guarigione pazien-
ti affetti da trombocitopenia essenziale, e rivelarsi utile in
apzienti affetti da emopatie e/o da neoplasie.

La stimolazione elettrica dei gangli delle abenule
induce un aumento transitorio ma significativo delle pl
nel sangue (Di Bella et al. 1979¢).

Quando la MLT viene aggiunta a una sospensione di
cellule di midollo osseo fresco insieme a inibitori della
NAT o HIOMT, molte pl fluorescenti sembrano essere
adese alla parete megacariocitaria, senza sporgere ne
staccarsi da essa. Le dimensioni delle pl che si formano
in queste condizioni e maggiore e cio sembra dipendere
dalla presenza di inbitori della NAT piuttosto che della
[OMT. I suddetti risultati possono essere giustificati se si
considera che:

1) nella membrana megacariocitaria ¢ stata identificata
una NAT (o isoenzima NAT) sensibile agli inibitori
chimici della NAT

2) nella membrana megacariocitaria ¢ stata identificata
anche una HIOMT (o isoenzima HIOMT) sensibile
agli inibitori chimici della HIOMT;
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reas the beta-adrenergic antagonist propranolol blocks
the reaction (Brown and Adamson, 1977; Brown et al.
1976; Gangar et ai 1975). B-adrenergic receptors have
been found even on pluripotent stem cells (Byron,
1972). The stimulation of the sympathetic lumbar chain
promotes the release both of retyculocytes and neutro-
phils (Di Pace and Webber, 1975). Manometric methods
have proved the presence of AChE in erythrocytes, pl
and plasma in different animal species (Augustinsson
et al. 1952; Zajicek and Datta, 1953). Koel— le (1951)
has found sites of AChE activity at the surface of pl
ghosts and erythrocytes. Zajicek (1954) showed that
rabbit and rat pl and mgc contained relatively high
amounts of AChE. AChE was found also in embryonic
(Minganti and Falugi, 1980) and cancerous cells
(Falugi et al. 1983), so that an involvement of the enzy-
me has been postulated in the regulation of plasma
membrane functions (Finin et al. 1979; Gandin et al.
1979). AChE is apparently a marker for early cells of
the megakaryocytic series.

By adding MLT to a suspension of b.m. cells, cluster
of pl can appear on mgc membrane. Orally or i.m. MLT
(about 0.2 mg/Kg b.w./day) may heal some thrombocy-
topenic patients, and cure hemopathic and cancerous
patients.

The electrical stimulation of the habenular ganglia
brings about a transitory but significant rise of the
blood pl count (Di Bella et ai. 1979c).

When MLT is added to a fresh b.m. cell suspension
together with inhibitors of NAT or HIOMT, many fluo-
rescent pl appear packed against the membrane of mgc,
without protruding or leaving it. The size of the pl that
form in these conditions is bigger following NAT- than
HIOMT-inhibitors. The preceding findings can be
accounted for when one admits that:

1) a NAT, or NAT-isozyme that is responsive to NAT
inhibitor chemicals, exists in the mgc membrane;

2) a HIOMT, or HIOMT-isozyme that is responsive to
HIOMTinhibitor chemicals, exists in the mgc mem-
brane;

3) the topical inhibition of either NAT or HIOMT
enzymes or isozymes is associated with the forma-
tion of pl in the mgc membrane;

4) when NAT or HIOMT-inhibitors are lacking, MLT
crosses the mgc membrane (Lemaitre et ai. 1981),
and promotes pl formation at the level of the demar-
cation membrane system. The mge membrane grows
here more and more thin and then disappears where
pl take shape and crowd.

5) The results of MLT action are equivalent to those of
NAT or HIOMT inhibitors. Indeed in the reactions:
(1) Serotonin + Methyldonors Methoxyserotonin
(2) Methoxyserotonin + Acetyldonors Melatonin
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3) linibizione locale di NAT e HIOMT si accompagna
alla formazione di pl nella membrana mgg;

4) in assenza di inibitori della NAT o della HIOMT, la
MLT attraversa la membrana del megacariocita
(Lemaitre et al. 1981), favorendo la formazione di pl
al livello della membrana di demarcazione. Qui la
membrana mgc diventa sempre pit sottile e scom-
pare laddove le pl prendono forma e si accumulano.

5) 1 risultati dell’azione MLT sono equivalenti a quelli
degli inibitori della NAT o della HIOMT. Infatti nelle
reazioni:

(1) Serotonina + donatori di metili
metossiserotonina

(2) Metossiserotonina + donatori di acetili
melatonina

la melatonina riduce la velocita di ambedue le rea-

zioni da sinistra a destra mentre la fa aumentare in

senso opposto: in tal modo la MLT rende maggiore

la disponibilita di donatori di acetili e di metili.

La MLT che non reagisce né a livello della membrana
cellulare né a livello delle membrane di demarcazione
del mge, raggiunge il nucleo e, a questo livello, potreb-
be esercitare un’azione simile a quella della citocalasina-
B, inibendo cioe il processo di endoreduplicazione e
incrementando quello per ploidia.

CONCLUSIONI

1) Iruolo della MLT nella trombocitogenesi e essenzia-
le, sebbene non ancora chiaramente definito.

2) Gliinsuccessi della terapia con MLT in alcuni pazien-
ti trombocitopenici sono probabilmente legati alla
mancanza di fattori che mediano l'azione della MLT.

3) La formazione di piastrine puo essere associata con la
sintesi di alchilacetilglicerolo, dialchilacetilglicerofo-
sfocolina e del fattore di attivazione piastrinico (PAF).
Lubiquita cellulare e I'estensione delle reazioni cata-
lizzate tramite PAF, cosi come l'alto significato delle
interazioni tra la piastrina e la parete vasale, fanno
sufficientemente luce sul ruolo universale e essenzia-
le della melatonina.

(Traduzione a cura della redazione)
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the velocity of the forward reactions is decreased and
the velocity of the reverse reaction is raised by MLT,
so that the availability of the acetyldonors and
methyldonors is raised by MLT.

MLT that does not react either in the cell membrane
or in the demarcation membranes of mgc reaches the
nucleus. At this level MLT could exert a B-cytochala-
sin-like action so as to inhibit the process of endoredu-
plication and increase the modal ploidy.

CONCLUSIONS

1) The role of MLT in thrombocytogenesis is essential,
although not yet clearly defined.

2) MLT therapeutic failure in some thrombocytopenic
patients originates from a deficiency of some other
factors, which mediate the activity of MLT.

3) The pl formation can therefore be associated with the
synthesis of alkylacetylglycerol, of alkylacetylglyce-
rophosphocholine and of pl activating factor (PAF).
The cellular ubiquity and the extent of the reactions
catalyzed by PAFE, as well as the high meaning of the
reactions that pl displays with the vessel wall, throw
sufficient light upon the universal and essential role
of melatonin.
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Melatonina imeinies)

La melatonina é un forte antiossidante che pud facilmente attraversare le membrane callulari e la barriera ematoencefalica 1 A
difierenza di alt antiossidanti, Ia melatonina non percorre un ciclo redox, che & Fabilta di una molecola di essere soggetta a ripetute
riduzioni e ossidazioni. I ciclo redox pud consentire agli alti antiossidanti (come Ia vitamina C) di agire come proossidanti &
promuovere Ia formazione di radicali liberi. La melatonina, una volta ossidata, non pub pid essere ridotta al suo stato precedente
perché forma numerosi prodott finali stabil una volta reagito con i radicalifiber. Quindi, viene definito un antiossidante terminale (o
suicida)

Tocoferoli e tocotrienoli (vitamina E) imecie:

Laitamina E & I nome collettivo di un set di otto tocoferoli e tocotriencli relazionati fra loro, che sono vitamine antiossidanti
liposolubili. ! Di queste, I'a-tocoferolo & stata quella pid studiata, data la sua elevata biodisponibilita nel corpo, che
preferenzialmente assorbe & metabolizza questa forma " La forma a-tocoferolo & i pi importante antiossidante liposolubile &

Lipide insaturo

Propagazione

v — v + N%/’

Perossido

lipdico . Radicale perossie ipdico. Lipide insaturo
Il meccanismo de radicli iberl della perossidazione &
lipidica

protegge le membrane cellulari dallossidazione reagendo con i radicali lipidici prodotti nella reazione a catena della perossidazione lipidica."**! Rimuove i radicali liberi intermedi e impedisce la
continuazione della reazione di propagazione. | radicali ossidati i a-tocoferossile prodotti in questo processo possono essere riportat alla forma ridotta attiva per iduzione con ascorbato, retinolo o

ubichinone. " Le funzioni delle altre forme della vitamina E sono state meno studiate, anche se I'y-tocoferolo & un nucleofilo che pus reagire con elettrofil mutageni.

un ruolo specifico nella neuroprotezione. <!

Attivita proossidante imeaiics

¥ e i tocotrienoli possono avere

Gli antiossidanti che sono riducenti possono anche agire come proossidanti. Ad esempio. la vitamina C ha un'atthita antiossidante quando riduce sostanze ossidanti come il perossido di idrogeno.

ma puo anche ridurre ioni metallici con portano alla generazione di radicali liberi attraverso la reazione di Fenton. %!

2Fe™ + ascorbato — 2 Fe + deidroascorbato
2Fe? +2H;0; — 2Fe™ + 2 OH- + 2 OH™

)
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benzochinone (8). Il legame covalente del benzene e suoi metaboliti al DNA avviene a livelli di
esposizione molto pill bassi, suggerendo che altri tipi di eventi molecolari siano i responsabili del
danno cromosomico indotto dal benzene (3). In_particolare, é stato dimostrato che: 1)
I'induzione del danno nel midollo osseo ¢ dovuto alla formazione di specie reattive all'ossigeno
nei_processi di_ossido-riduzione dei metaboliti del benzene; 2) i metaboliti attivi (idrochinone e
catecolo) possono inibire la topoisomerasi II, enzima critico nei processi di riparazione e
replicazione cellulare; 3) il benzene pud causare instabilita genetica tramite ricombinazione, rotture
a doppio filamento e anomalie a carico del fuso mitotico, che causano aberrazioni cromosomiche
strutturali e numeriche (3,6,9).

Attualmente il benzene non ¢ pill impiegato come solvente negli ambienti di lavoro, sebbene
l'esposizione professionale sia ancora possibile in alcune realta lavorative, quali la raffinazione e la
distribuzione dei prodotti petroliferi, alcuni settori dell'industria chimica ed i laboratori di chimica.
Di recente, l'attenzione si ¢ rivolta al potenziale rischio associato alla presenza di benzene
ambientale, prodotto dai gas di scarico degli autoveicoli, ed ai suoi possibili effetti sulla salute
delle popolazioni che vivono o lavorano in prossimita di aree urbane altamente inquinate. Alcuni
studi hanno evidenziato che l'inquinamento derivante dal traffico automobilistico puo causare
leucemia, con un rischio di circa 4 casi per milione di persone esposte per l'intera vita a
concentrazioni di benzene di: 1 ug/m3 d'aria (10, 11).

L'American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) (12) ha fissato 1 limiti per
I'esposizione professionale a benzene in 0.5ppm, (pari a 1.6mg/m3), mentre la legge Italiana
66/2000 ha fissato un limite di lppm. Per limitare i rischi per la salute umana, una Direttiva
Europea del 2000 (13) ha stabilito che 1'esposizione a benzene ambientale sia ridotta a S ug/m3 per
I'anno 2010. Tuttavia, i livelli di esposizione, e quindi la valutazione del rischio, non possono essere
semplicemente estrapolati dai valori di concentrazione ambientale del benzene (14). Utilizzando un
campionatore in grado di monitorare sia l'esposizione personale che la concentrazione ambientale, ¢
stato evidenziato che in varie citta europee alcuni individui sono esposti a concentrazioni di benzene
sino a due volte superiore la media (14). Cido pone grosse implicazioni per 1'analisi del rischio di
particolari categorie occupazionali e sottogruppi della popolazione generale. E' quindi di critica
importanza definire gli effetti biologici derivanti dalla reale esposizione individuale al benzene
presente in aree urbane a diverso livello di inquinamento ambientale.

L'epidemiologia molecolare rappresenta un valido approccio di studio alla valutazione del rischio,
in quanto analizza la relazione esistente tra esposizione ad agenti tossici e la quantificazione di
biomarcatori legati alle prime fasi della cancerogenesi. I biomarcatori possono essere distinti in
biomarcatori di esposizione, che considerano sia la dose interna che la dose biologicamente efficace
dell'agente tossico; biomarcatori di effetto, che riflettono il danno biologico causato dall'esposizione
all'agente tossico; e biomarcatori di suscettibilita che valutano le differenze inter-individuali nelle
risposte al composto tossico (15, 16).

I biomarcatori di esposizione, che valutano la presenza di metaboliti nelle urine (o altri fluidi
biologici) forniscono un'indicazione della complessiva esposizione del soggetto all'agente tossico.
Esiste pero il problema di identificare quale dei metaboliti che si formano dalla biotrasformazione
del benzene possa essere utilizzato come biomarcatore di esposizione, in particolare per
concentrazioni di benzene inferiori a 1ppm. Il fenolo urinario, in passato usato come biomarcatore
di dose interna, si ¢ rivelato essere un parametro di valutazione poco credibile, in quanto i bassi
livelli di fenolo attesi, derivanti dai bassi livelli di benzene attualmente presente negli ambienti di
lavoro, sostanzialmente non andrebbero a modificare i livelli di fondo di fenolo urinario originati da
altre sorgenti espositive. Anche la determinazione degli acidi t,t-muconico e S-fenilmercapturico, i
biomarcatori attualmente impiegati per il monitoraggio dell'esposizione presentano alcune
limitazioni. Infatti, le concentrazioni di acido t,t-muconico sono influenzate dall'assunzione di acido
sorbico con la dieta, mentre la determinazione dell'acido s-fenilmercapturico & possibile solo
attraverso una complessa metodologia analitica, che di fatto ne rende pressoché impossibile
I'utilizzo su larga scala come biomarcatore di esposizione a benzene. Altri prodotti di




biotrasformazione del benzene, quali l'idrochinone o il catecolo, vengono impiegati come
biomarcatori di dose interna. L'utilita di questi biomarcatori di monitoraggio biologico ¢ stata
dimostrata anche per livelli di esposizioni a benzene inferiori a 0.5 ppm. In alcuni casi, inoltre ¢
stato dimostrato che la determinazione delle concentrazioni urinarie di idrochinone permette di
distinguere tra soggetti fumatori e non fumatori, utilizzando, tra l'altro, un approccio analitico molto
pit semplice di quello necessario per determinare 1'acido S-fenilmercapturico. Anche la valutazione
del benzene urinario ¢ stata proposta come valido biomarcatore a breve termine di dose interna, per
esposizione a livelli molto bassi di benzene (0.01 ppm) (17, 18).

La determinazione di biomarcatori citogenetici, come aberrazioni cromosomiche, SCE e
micronuclei, sono comunemente impiegati per valutare l'esposizione occupazionale ad agenti
mutageni o cancerogeni. Gli studi di cohorte nordico ed italiano hanno dimostrato che la frequenza
di aberrazioni cromosomiche puo essere un indice prognostico di incidenza di tumore (19-21). Studi
analoghi sono attualmente impegnati nella validazione di altri marcatori genetici, come 1
micronuclei, piu facilmente applicabili allo studio di grandi popolazioni. I micronuclei derivano da
cromosomi interi a frammenti acentrici che non migrano ai poli durante 1'anafase € non vengono
incorporati in uno dei nuclei principali, dando origine a nuclei accessori piu piccoli. Con il test del
micronucleo ¢ quindi possibile rilevare sia effetti clastogeni che aneuploidogeni, due fenomeni di
danno genetico legati agli stadi iniziali della cancerogenesi (22, 23). Negli ultimi anni un crescente
interesse ¢ stato rivolto al comet assay, una nuova tecnica che permette di evidenziare, in singole
cellule, specifici danni al DNA, quali rotture a singolo e doppio filamento, siti alcali-labili e
processi di riparazione (24, 25).

L'epidemiologia molecolare ha di recente introdotto 1'impiego di biomarcatori di suscettibilita.
Negli ultimi anni ¢ infatti emerso che differenze inter-individuali nei processi di attivazione e
detossificazione metabolica, nonché nei processi di riparazione del DNA, possono modulare le
risposte all'esposizione a xenobiotici, giocando quindi un ruolo di peculiare importanza nello
sviluppo di patologie cronico-degenerative. Una significativa proporzione dei geni che codificano
per enzimi appartenenti ai sistema di attivazione e detossificazione metabolica e di riparazione al
DNA esistono in forma polimorfa. L'esistenza di alleli multipli ai loci di questi geni offre la
possibilita di espressione di fenotipi suscettibili ed altri resistenti che, a loro volta, possono spiegare
la differente suscettibilita individuale agli effetti mutageni e cancerogeni di tossici presenti
nell'ambiente. Il numero di geni polimorfi che si pensa in grado di modificare gli effetti di noti o
sospetti cancerogeni ¢ in rapida crescita e benché lo studio di polimorfismi nell'eziologia del cancro
sia ancora agli inizi, stanno emergendo dati promettenti. Lo studio dei polimorfismi come
biomarcatori di suscettibilita potrebbe portare all'identificazione di sottogruppi di individui ad alto
rischio di sviluppo di certi tipi di cancro. Tutti i polimorfismi relativi a geni coinvolti nel
metabolismo del benzene potrebbero essere rilevanti per la valutazione delle possibili associazioni
tra esposizione a benzene ambientale e rischio individuale di leucemia (8, 26, 27).
Studi di epidemiologia molecolare, nei quali vengono valutate le relazioni tra esposizione a benzene
ambientale e vari biomarcatori di esposizione, di effetto e di suscettibilita, sono particolarmente
rilevanti per la valutazione degli effetti sulla salute legati all'inquinamento urbano. Studi di
biomonitoraggio condotti su popolazioni esposte occupazionalmente a benzene ambientale (non
industriale) sono piuttosto rari, e solitamente riguardano solo 1'impiego di marcatori genetici. Ad
esempio, un significativo aumento della frequenza di micronuclei ¢ stato osservato nei linfociti dei
vigili urbani della citta di Lanzhau (Cina) (28), aumenti della frequenza di aberrazioni
cromosomiche e SCE sono stati riscontrati nei vigili urbani del Cairo (Egitto) (29) ed un aumento di
SCE ¢ stato evidenziato nei poliziotti di Madras (India) (30). Al contrario, non ¢ stato osservato
alcun incremento del danno cromosomico in vigili urbani in alcune citta italiane, come Genova e
Roma (31-33). La concordanza o meno dei risultati ottenuti nei diversi studi di biomonitoraggio pud
essere riconducibile a diversi fattori. Studi di biomonitoraggio su popolazioni esposte a basse ad
alte concentrazioni di benzene ambientale non hanno dimostrato una chiara relazione dose-effetto,
probabilmente a causa dell'esistenza di piu sorgenti e piu vie di esposizione a benzene, oltre a quella



dell'aria, a diversa composizione, dei centri urbani, che rendono difficile dare una valutazione
adeguata e specifica dell'esposizione correlata all'ambiente. Altri fattori che potrebbero aver influito
sono le specifiche mansioni professionali e 1'organizzazione dei turni di lavoro. Non da ultimo, gli
studi pubblicati impiegano marcatori genetici con diversa sensibilita e specificita. Inoltre, solo gli
studi sui vigili urbani di Roma hanno fornito informazioni sull'esposizione media di benzene
presente nell'atmosfera, misurato con campionatore personale -radiello- indossato durante i turni di
lavoro. Nessun dato relativo all'esposizione personale al benzene o ad altri inquinanti ¢ stato
riportato in alcuno degli studi menzionati. La mancanza di questa fondamentale informazione
impedisce di paragonare ed interpretare i risultati ottenuti nei diversi studi. Queste omissioni
sottolineano l'importanza di una accurata determinazione della reale intensita della esposizione,
come prerequisito per la stima del rischio derivante da inquinanti ambientali. Vi ¢ quindi la
necessita di un approccio sistematico che correli I'esposizione allo specifico agente tossico
all'insorgenza di appropriati biomarcatori.

Infine, lo studio di polimorfismi in geni del metabolismo, come CYP2E1, NQOI1, MPO e della
famiglia delle GST, potrebbero portare all'identificazione di individui particolarmente suscettibili
agli effetti dell'esposizione a benzene ambientale.
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