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WP Studio dell’esposoma e sui biomarcatori di malattia in Basilicata ed approccio
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PARTE B

1. BREVE DESCRIZIONE DELL’INTERVENTO

Le qui descritte attivita si propongono come primo obiettivo quello dello studio sull’esposoma nella popolazione lucana:
in particolare, sui biomarcatori di malattia, sull'analisi sistematica dei fattori genetici e non, sulle alterazioni cellulari e
molecolari (come insieme di studi “omici”) coinvolte direttamente nell’eziopatogenesi e/o complessivamente correlabili
quali fattori eziologici e/o di comorbidita all’esposizione agli inquinanti ambientali diffusi sul territorio (WP1). Ulteriore
obiettivo specifico sara quello della valutazione “one health” su biomarcatori in ambito veterinario, entomologico e
microbiologico (WP2). Infine, sara condotta una valutazione sull’effetto degli inquinanti ambientali sul profilo sensoriale
delle popolazioni lucane (WP3).

Nello specifico del campione di soggetti sani e/o pazienti, come evidenziato nel Preliminare del Progetto LucAS, saranno
oggetto delle valutazioni le popolazioni residenti nelle aree geografiche indicate nel progetto per i potenziali effetti sullo
stato di salute e/o per I’emergenza di specifiche patologie correlabili ai potenziali determinanti di inquinamento
ambientale.

2. Tipologia di intervento
U Ricognizione e sistematizzazione delle informazioni ambientali relative alle aree regionali a maggiori criticita
ambientali (All. 1) con potenziali ripercussioni sanitarie.
Ricognizione e sistematizzazione delle informazioni sullo stato di salute della popolazione lucana, nelle aree gia
individuate con maggiori criticita ambientali (Al 1).
Integrazione dello stato conoscitivo delle criticita ambientali nelle aree prescelte (All. 1).
Integrazione dello stato conoscitivo delle criticita sanitarie nelle aree prescelte (All.1).
Caratterizzazione socio-demografica delle aree a rischio gia individuate
Ricognizione e sistematizzazione delle informazioni sulla percezione del rischio nonché sulla sua costruzione sociale
Integrazione dello stato conoscitivo dei modelli comportamentali
Ricognizione e integrazione informazioni sull’accesso alla prevenzione
Promozione della salute come forma di prevenzione
Ricognizione e integrazione informazioni sull’accesso ai servizi e alle strutture di cura
Cittadinanza sanitaria attiva
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Descrizione della proposta

3. DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL’INTERVENTO

PREMESSE GENERALI

L'inquinamento ambientale rappresenta uno dei problemi piu rilevanti per la salute umana (1). In tal senso, I’ambiente e
la salute pubblica identificano una significativa interdipendenza. L’Organizzazione mondiale della sanita (OMS) nella
relazione “Preventing disease through healthy environments: a global assessment of the burden of disease from
environmental risks” stima che un quarto delle malattie e delle morti siano attribuibili a fattori ambientali. Nel 1992, il
report dell’OMS riportava che “La salute umana, in ultima analisi, ¢ funzione della capacita delle societa di gestire
linterazione tra le attivita umane e [’ambiente fisico e biologico in modo tale da garantire e promuovere la salute senza
incidere sulla integrita dei sistemi naturali dai quali dipendono [’ambiente fisico e biologico medesimo”. La
consapevolezza scientifica dell’interdipendenza tra ambiente e salute ha determinato specifiche politiche di monitoraggio
delle matrici ambientali, quali aria, acqua, suolo, cosi come la valutazione e ’identificazione di biomarcatori, ¢ la
sorveglianza degli ecosistemi al fine di attuare il controllo costante dello stato di salute delle popolazioni. L'inquinamento
dell'aria e dell'acqua ¢ frequentemente causato dall'uso eccessivo delle risorse naturali, ad un tasso superiore alla capacita
della natura di rigenerarsi (2). In concomitanza con l'aumento dell'inquinamento ambientale, le componenti degli
inquinanti si accumulano gradualmente nel corpo (dell’uomo e degli animali), compresi gli idrocarburi policiclici
aromatici (HPA) come 7,12-dimetilbenz[a]antracene (DMBA), benzo[a]pirene e 2,3,7 ,8-tetraclorodibenzo-p-diossina
(TCDD), nonché i metalli pesanti cadmio e mercurio (1). Recenti studi hanno rivelato che le concentrazioni di tali
inquinanti nell'organismo possono superare la soglia per nuocere alla salute, soprattutto nei paesi in via di sviluppo e, in
tal senso, si stima che il tasso di mortalitd, per alcune malattie non trasmissibili attribuibili all'inquinamento, oggi
raggiunga il 20-25% (1-3). I PHA si formano principalmente attraverso processi pirolitici, in particolare attraverso la
combustione incompleta della materia organica, derivano in gran parte da attivita industriali, traffico veicolare,
combustione della legna, estrazione e sfruttamento del petrolio e derivati, fumo di tabacco (1-3). Mentre il consumo di
cibo ¢ stato identificato come la principale via di assunzione di HPA (4), la quantita di inquinanti nell'ambiente ¢&
aumentata anche sotto forma di particolato (PM) nell'aria (5) e nelle micro e nanoplastiche (MP/NP) in acqua (6). E
storicamente noto che gli HPA e i metalli pesanti siano adsorbiti sulle superfici di PM e siano quindi in grado di entrare
nel corpo, penetrando facilmente nelle barriere epiteliali, accumulandosi nel grasso per lungo tempo (a causa della loro
natura altamente lipofila) e, quindi, esercitando la loro tossicita (7,8).




L’esposoma e i biomarcatori di malattia. Un recente articolo scientifico, pubblicato sulla prestigiosa rivista
internazionale Science (9) riporta che “Il concetto di esposoma, insieme ai recenti progressi tecnologici, ha il potenziale
per identificare i contributori ambientali alla salute e alle malattie in modo complementare a quanto é stato reso possibile
con gli studi sul genoma”. 11 concetto di esposoma ¢ stato definito nel 2005 dall’epidemiologo Christopher Wild, al fine
di indicare la globalita dell’esposizione ambientale a partire dalle origini della vita (10). L’esposoma, infatti, rappresenta
I'insieme dei fattori ambientali e degli agenti patogeni ai quali ciascun individuo ¢ esposto nel corso della sua vita fin dal
momento del concepimento (11). Nonostante le numerose prove che l'esposizione a sostanze chimiche specifiche possa
incidere significativamente nel determinismo di malattie (1-3), gli attuali approcci di ricerca e le politiche normative non
riescono ad affrontare la complessita chimica del nostro mondo (12). Al fine di salvaguardare le generazioni attuali e
future dal numero crescente di sostanze chimiche che inquinano il nostro ambiente, ¢ necessario un approccio scientifico
ed auspicabilmente agnostico. E, pertanto, necessario uno sforzo concertato e sistematico per profilare i fattori non
genetici associati alla malattia e agli esiti sulla salute, giacché sono ancora insufficienti le conoscenze per ridurre il rischio
crescente delle malattie cronico-degenerative nelle societa (9). L’esposoma, in tal senso, evidenzia I’importanza di
studiare la diversita e I’intera gamma possibile di esposizioni: dalle sostanze chimiche di origine naturale a quelle derivate
dalle attivita antropiche produttive, alle filiere agro-alimentare a quelle della produzione animale per la nutrizione, dai
fattori fisici e biologici a quelli psicosociali, nonché alle loro corrispondenti e complessive risposte biologiche degli
organismi viventi e, in definitiva, dell’'uomo. In tale ambito, gia nel 2010, Rappaport e Smith descrivono un aspetto
interessante dal punto di vista epidemiologico: ““Gli effetti tossici sono mediati da sostanze chimiche che alterano le
molecole critiche, le cellule e i processi fisiologici all'interno del corpo. Sotto questo punto di vista, le esposizioni non
sono limitate alle sostanze chimiche (tossiche) che entrano nel corpo dall'aria, dall'acqua o dal cibo, per esempio, ma
anche includono sostanze chimiche prodotte da infiammazione, stress ossidativo, perossidazione lipidica, infezioni, flora
intestinale e altri processi naturali” (13).

La biodiversita come biomarcatore della salute e I’approccio “one health”. Gli studi sulla biodiversita, oltre a fornire
informazioni sul mantenimento delle risorse ambientali e sullo sviluppo sostenibile, possono determinare i/ monitoraggio
dei biocomponenti degli ecosistemi reattivi all’inquinamento per la stima di deviazione da situazioni normali che
potenzialmente impattino sulla salute della popolazione umana (14). In tale ambito, sono definiti quali bioindicatori, tutti
i biocomponenti (gli organismi viventi o interi sistemi biologici) utilizzati per valutare una modificazione della qualita
dell'ambiente, poiché sono collegati, direttamente o indirettamente, a un fattore, o a un complesso di fattori, le cui
variazioni si ripercuotono sull’organismo stesso, attraverso il quale ¢ possibile rilevarli (15-17). In tal senso, la
valutazione di animali da reddito, dell’artropodo fauna e delle popolazioni microbiche del suolo puo rappresentare uno
studio specifico ed informativo dell’impatto degli inquinanti ambientali sulla salute della popolazione umana.

Le alterazioni sensoriali come indicatori della tossicita ambientale. L’esposizione agli inquinanti ambientali puo
causare una serie di alterazioni sensoriali e chemosensoriali. I meccanismi che determinano la disfunzione
chemiosensoriale, imputabile agli inquinanti ambientali, coinvolgono principalmente lo stress ossidativo,
l'inflammazione e I’apoptosi, oltre a meccanismi sensoriali specifici che interessano la trasduzione del segnale olfattivo
e modulatorio correlati al funzionamento olfattivo (18). Pertanto, la valutazione delle alterazioni sensoriali puo restituire
informazioni consistenti in merito al danno degli inquinanti ambientali sulla salute umana.

1) OBIETTIVI GENERALI E SPECIFICI
2) OBIETTIVI GENERALI

L’attivita antropica, in termini di realizzazione ed esercizio di una qualsiasi tipologia, puo esercitare impatti complessivi,
diretti e indiretti, sulla salute della popolazione oltre che sull’ambiente. Le valutazioni propedeutiche alle autorizzazioni
del caso devono tenere in opportuno ed analitico conto di tutti i fattori di pressione e di quelli potenzialmente soggetti a
impatti ambientali, con particolare riferimento alla salute umana ed animale. L’effetto conseguente all’accezione
“soggetti potenzialmente esposti” non ¢ assolutamente irrilevante, poiché riposiziona il processo di valutazione dalla
stima dell’entita dell’impatto al concetto piu articolato e complesso di rischio conseguente all’esposizione a determinati
fattori di pressione ambientale.
Pertanto, I’obiettivo generale del progetto ¢ quello di innescare ed alimentare un processo virtuoso, ma al tempo stesso
strutturato, in grado di attivare un sistema che consenta di migliorare, nel tempo, il livello di conoscenza degli impatti e
dei rischi sulla componente Salute connessi alle dinamiche dello stato ambientale di riferimento. In tale contesto, appare
opportuno il realizzarsi di un monitoraggio continuo e puntuale dell’impatto dei potenziali inquinanti ambientali sullo
stato di salute delle popolazioni residenti sul territorio lucano.
In tale scenario, le attivita qui descritte intendono contribuire alla definizione di un modello integrato di gestione dei
processi di conoscenza, condivisione, informazione e partecipazione che consenta di acquisire un quadro chiaro e ben
delineato dello stato di salute delle popolazioni alla luce di ogni livello di esposizione ed alla definizione di interventi
appropriatamente correttivi, in coerenza con quanto riportato nel Preliminare LucAS per le seguenti fattispecie attuative:
a. correlare le patologie emergenti nelle specifiche aree di interesse (come definite nel documento di indirizzo
della Regione Basilicata) alle possibili eziopatogenesi ed alla presenza di biomarcatori riconducibili
all’esposoma;




b. Correlare i determinanti ambientali derivati da attivita antropiche all’emergenza di patologie cronico-
degenerative nelle suddette aree di interesse;

c. Studiare la biodiversita come biomarcatore della salute e I’approccio “one health”, come valutazione
dell’impatto degli inquinanti ambientali;

Analizzare le alterazioni sensoriali come indicatori di tossicita ambientale;

e. Contribuire al perfezionamento diagnostico, prognostico e di applicazione terapeutica sui dati analitici
emergenti dallo studio LucAS e nella complessiva attuazione del progetto, congiuntamente agli Enti
coinvolti;

f. Contribuire all’analisi epidemiologica geografica, nella complessiva attuazione del progetto e
congiuntamente agli Enti coinvolti;

g. Contribuire all’analisi epidemiologica molecolare, nella complessiva attuazione del progetto e
congiuntamente agli Enti coinvolti;

h. Contribuire alla realizzazione di un Polo di Ricerca, “diffuso” sul territorio regionale, e di Formazione
Professionale dotato di aule multimediali, di ambulatori specialistici, e laboratori Clinici, Chimici,
Biotecnologici e Eco-Tossicologici all’avanguardia tecnico scientifica, nella complessiva attuazione del
progetto e congiuntamente agli Enti coinvolti;

i.  Promuovere, congiuntamente agli Enti coinvolti nell’attuazione del progetto, un sistema che consenta di
migliorare, nel tempo, il livello di conoscenza degli impatti e dei rischi sulla componente Salute connessi
alle dinamiche dello stato ambientale di riferimento;

j- Condividere, congiuntamente agli Enti coinvolti nell’attuazione del progetto, le azioni di governance
finalizzate al miglioramento e le performances di sostenibilita ambientale e di benessere delle comunita;

k. Contribuire, congiuntamente agli Enti coinvolti nell’attuazione del progetto, a realizzare strumenti di
governance territoriali, includendo gli stakeholder istituzionali (scientifici, tecnici, amministrativi) e sociali
(imprese, cittadini, associazioni) della Regione Basilicata;

INTERAZIONI COLLABORAZIONI CON ALTRI SOGGETTI PARTECIPANTI:
Al fine del raggiungimento degli obiettivi e delle finalita del complessivo Progetto LucAS, saranno promosse
collaborazioni con gli eventuali Enti coinvolti per specifica competenza tematico-scientifica.

OBIETTIVI SPECIFICI (DECLINATI NEI WPS A SEGUIRE)

Obj1: studio correlativo tra le patologie emergenti nelle specifiche aree di interesse (come definite nel documento di
indirizzo della Regione Basilicata), le possibili eziopatogenesi e la presenza di biomarcatori riconducibili
all’esposoma;

Obj2: Analisi dell’esposizione ai determinanti ambientali derivati da attivita antropiche ed emergenza di patologie
cronico-degenerative nelle suddette aree di interesse.

Obj3: Studio sulla biodiversita come biomarcatore della salute e I’approccio “one health”, come valutazione
dell’impatto degli inquinanti ambientali;

Obj4: Applicazione di tecniche di biomonitoraggio in aree a particolare rischio ambientale.

Obj5: Analisi delle alterazioni sensoriali come indicatori di tossicita ambientale.

WP1: MARCATORI PROGNOSTICO-DIAGNOSTICO E DI ANDAMENTO DI
MALATTIA IN CAMPIONI DELLA POPOLAZIONE LUCANA

Responsabile scientifico: Prof. Giuseppe Terrazzano, Dipartimento di Scienze della Salute (DiSS), Universita
della Basilicata (UniBas)

Obiettivi specifici:
Obj1: studio correlativo tra le patologie emergenti nelle specifiche aree di interesse (come definite nel documento
di indirizzo della Regione Basilicata), le possibili eziopatogenesi e la presenza di biomarcatori riconducibili
all’esposoma;
Obj2: Analisi dell’esposizione ai determinanti ambientali derivati da attivita antropiche ed emergenza di patologie
cronico-degenerative nelle suddette aree di interesse.

In tale ambito complessivo, le qui descritte attivita si propongono come obiettivo specifico del Progetto LucAS lo studio
sistematico sull’esposoma nella popolazione lucana. Nello specifico del WP1, saranno condotti studi sui biomarcatori di
malattia, sull'analisi sistematica dei fattori genetici e non, sulle alterazioni cellulari e molecolari (come insieme di studi
“omici”) coinvolte direttamente nell’eziopatogenesi e/o complessivamente correlabili quali fattori eziologici e/o di
comorbidita all’esposizione agli inquinanti ambientali diffusi sul territorio. Cio, potra auspicabilmente contribuire ad
alimentare il profilo di conoscenza sistematica nel determinismo di malattia della popolazione residente nelle aree




individuate dal Progetto LucAS, nella comparazione con il dato complessivo sanitario della popolazione lucana. Nello
specifico delle indagini correlate al WP1, sara coinvolto nello studio un campione di popolazione rappresentativo dei
residenti nelle specifiche zone lucane individuate dal Progetto. In particolare, come evidenziato nel Preliminare del
Progetto LucAS, saranno verosimilmente e ragionevolmente destinatari delle valutazioni le coorti (appropriatamente
reclutate per dimensione, eta e sesso ai fini della piu corretta corrispondenza al piano dell’analisi statistica da applicare)
di soggetti sani e/o pazienti residenti nelle aree geografiche indicate nel progetto LucAS per i potenziali effetti sullo stato
di salute e/o per ’emergenza di specifiche patologie correlabili. In particolare, saranno attenzionate le popolazioni
potenzialmente sottoposte alla presenza di tricloroetilene nelle matrici suolo e acqua (SIN di TITO SCALO), alla presenza
e distribuzione di mercurio nei suoli e nel sottosuolo (SIN DI FERRANDINA), ai contaminanti tipici della filiera degli
idrocarburi (Tecnoparco-Val Basento), al particolato atmosferico (black carbon e differenziazione tra sorgenti naturali e
antropiche) ed ai contaminanti tipici della filiera degli idrocarburi (VAL D’AGRI-COVA e VALLE DEL SAURO-
TEMPA ROSSA), all’amianto naturale (tremolite) ed ai metalli pesanti (cromo esavalente) (POLLINO-AREA NORD-
OCCIDENTALE), alla radioattivita naturale e antropica (CENTRO ENEA-TRISAIA), alle contaminazione da attivita
antropiche (TERMOVALORIZZATORE RENDINA-ITM); CEMENTIFICIO BARILE E MATERA; FERRIERA DI
POTENZA; VALLE DEL MERCURE).

WP2: APPROCCIO “ONE HEALTH”
Responsabile scientifico: Prof. Giovanni Salzano, Dipartimento di Scienze della Salute (DiSS), Universita della
Basilicata (UniBas)

Obiettivi specifici:

Obj3: Studio sulla biodiversita come biomarcatore della salute e I’approccio “one health”, come valutazione

dell’impatto degli inquinanti ambientali;

Obj4: Applicazione di tecniche di biomonitoraggio in aree a particolare rischio ambientale.
Lo studio sara rivolto alla valutazione “one health” sui potenziali biomarcatori in ambito veterinario, entomologico e
microbiologico nelle aree geografiche sopraindicate. Nello specifico del WP2, I’intento dello studio ¢ correlato alla
necessita di condurre valutazioni ed analisi su alcuni animali da allevamento residenti nel territorio lucano, sugli insetti
e sui microbi del suolo, quale approccio di studio sull’impatto dei determinanti ambientali di inquinamento
nell’ecosistema lucano complessivamente inteso. In particolare, il WP2 dello studio effettuera: 1) la valutazione immuno-
epidemiologica di malattie infettive di animali da allevamento (ovi-caprini); 2) il Biomonitoraggio dell’artropodofauna;
3) Il Biomonitoraggio delle specie microbiche del suolo. In tali ambiti, I risultati sperimentali potrebbero essere utili per
evidenziare gli effetti di ambienti inquinati sulla salute umana in un approccio “One health”, nell’intento di evincere, al
di 1a di eventuali effetti diretti sul benessere, la risposta biologica ed il grado di resilienza degli organismi coinvolti agli
insulti inquinanti accertati nelle specifiche aree di interesse. Nello specifico delle indagini oggetto del WP2, le zone di
prelievo e studio (nelle matrici di suolo e acqua, in insetti e microbi, negli animali da allevamento) saranno
verosimilmente ¢ ragionevolmente: nei Siti di Interesse Nazionali di TITO SCALO E VALBASENTO, in VAL D’AGRI-
COVA, nella VALLE DEL SAURO-TEMPA ROSSA, nel CENTRO ENEA-TRISAIA, al TERMOVALORIZZATORE
RENDINA-ITM, nella VALLE DEL MERCURE e, come controllo, da zone limitrofe alle aree geografice su menzionate.

WP3: APPROCCIO “ANALISI SENSORIALE

COINVOLGERE TUTTI ENTI CHE SI OCCUPANO DI SALUTE IN LUCAS
ARPAB IN PARTICOLARE UNITA OPERATIVA ODORIGENI

Responsabile scientifico: Prof.ssa Fernanda Galgano, Dipartimento di Scienze Agrarie, Forestali, Alimentari ed
Ambientali (DAFE), Universita della Basilicata (UniBas)
Obiettivi specifici:

Obj5: Analisi delle alterazioni sensoriali come indicatori di tossicita ambientale.

Sara condotta una valutazione sull’effetto degli inquinanti ambientali sul profilo sensoriale delle popolazioni lucane
residenti nelle aree geografiche su menzionate. Le attivita previste dal WP3 potranno fornire un quadro relativo alle




disfunzioni di gusto e olfatto della popolazione lucana, valutandone la correlazione con la presenza di inquinanti
ambientali causati da attivita estrattive di petrolio, di lavorazione dei metalli, dalla presenza di impianti di depurazione o
presenza naturale di amianto.

Nello specifico delle indagini oggetto del WP3, sara coinvolto nello studio un campione di popolazione rappresentativo
dei residenti nelle specifiche aree geografiche individuate dal Progetto e di tutti gli abitanti della Basilicata.

A. METODOLOGIA

1) TIPOLOGIA DI INDAGINI

Le attivita di studio del WP1 saranno svolte su campioni biologici (sangue venoso periferico e campioni fecali, etc),
provenienti da soggetti sani e pazienti (vedi successivo punto sulla Tipologia e dimensione del soggetto campione) e su
colture cellulari stabili. Lo studio sara svolto a mezzo di metodiche standard ed avanzate della biologia cellulare e
molecolare, della biochimica, dell’immunologia cellulare e molecolare, della genetica molecolare, della farmacologia
cellulare e molecolare, della microbiologia e della entomologia (vedi descrizioni specifiche riportate nelle singole TASKS
del paragrafo C- Implementazione). Le strumentazioni impiegate sono riportate specificamente nella descrizione dei WP
e delle TASKs (vedi successivo paragrafo C- Implementazione). Il reclutamento di soggetti e pazienti sara gestito ed
esercitato dai Servizi Istituzionali Regionali della Medicina Territoriale (Aziende Sanitarie di Potenza e Matera -ASP-
ASM), nel rispetto della vigente normativa sanitaria regionale e nazionale.

Le attivita del WP2 saranno svolte su popolazioni di animali da allevamento (ovi-caprini) presenti nelle zone limitrofe
alle aree geografiche su menzionate e/o in zone non correlabili ad, su popolazioni di insetti e microbi del suolo delle zone
limitrofe alle aree geografiche su menzionate e/o in zone non correlabili ad esse (vedi descrizioni specifiche riportate
nelle singole TASKS del paragrato C- Implementazione).

Le attivita del WP3 prevedranno I’iniziale somministrazione dei questionari e la successiva esecuzione di test relativi al
gusto (vedi descrizione specifica nel successivo paragrafo C- Implementazione).

Per tutti i WP, i laboratori di ricerca coinvolti saranno riferibili al Dipartimento di Scienze (DiS) ed alla Scuola di Scienze
Agrarie, Forestali, Alimentari ed Ambientali (SAFE) dell’Universita degli Studi della Basilicata (UniBas), presso il
Campus di Macchia Romana, Via dell’ Ateneo Lucano 10, 85100 Potenza (PZ).

2) NOTA SULLA TIPOLOGIA E SULLA DIMENSIONE DEL CAMPIONE DEI SOGGETTI SANI E DEI
PAZIENTI DA ARRUOLARE (COORTI DI OSSERVAZIONE) RELATIVI AL WP1 (TASKS 1.1, 1.2, 1.4, 1.7,
1.9, 1.10, 1.12)

Premesse EX ANTE al reclutamento di pazienti. 1) La tipologia di reclutamento di pazienti, per le specifiche
caratteristiche nosologiche, sara direttamente dipendente dai rilievi sulle patologie occorrenti sui territori suddetti, gia
registrate (come riportato nel precedente paragrafo sui DATI SCIENTIFICI DISPONIBILI IN REGIONE) e/o emergenti
e, in ogni caso, rivenienti dal monitoraggio istituzionale operato dai Dipartimenti Sanitari Regionali. In tale scenario, per
la specifica determinazione/selezione di pazienti da arruolare sara dirimente il dato epidemiologico sulla morbosita
ospedaliera, rilevata per il tramite delle Schede di dimissione ospedaliera (SDO), e sulla mortalita desunta dagli archivi
dell’Istituto nazionale di Statistica (ISTAT); 2) Saranno, altresi, utilizzati i dati pregressi ed emergenti dal Registro dei
Tumori della Basilicata (gestito dall’IRCSS-Centro Ricerca Oncologica Basilicata, Rionero in Vulture, PZ) e da altre
fonti informative, quali ad esempio il Registro Nazionale delle Malattie Rare; 3) Il reclutamento di soggetti e pazienti
sara gestito ed esercitato dai Servizi Istituzionali Regionali della Medicina Territoriale (Aziende Sanitarie di Potenza e
Matera -ASP-ASM), nel rispetto della vigente normativa sanitaria regionale e nazionale.

TIPOLOGIA

Ciod premesso, le principali categorie di pazienti oggetto dello studio sono potenzialmente e sinteticamente ascrivibili a
quelle affette dalle malattie oncologiche (tumore della prostata, del polmone, del colon, della vescica, della mammella,
del corpo dell'utero e della tiroide, patologie oncoematologiche quali leucemie, linfomi e mielomi), dalle patologie non
tumorali ad eziologia multifattoriale quali le malattie cardiache e cardiovascolari, da ischemie d’organo (cuore, cervello,
polmone, rene, etc), da patologie del sistema respiratorio nel loro complesso (in particolare per le Infezioni acute delle
vie respiratorie, polmonite, asma, asbestosi, pneumoconiosi), dalle malattie dell’apparato urinario e del tratto gastro-
intestinale, dalle malattie infiammatorie e cronico-degenerative, immunomediate ed autoimmunitarie, allergiche,
neurodegenerative (si veda la specifica descrizione nel paragrafo C-IMPLEMENTAZIONE). I pazienti saranno soggetti
residenti nelle zone limitrofe alle aree geografiche individuate dal progetto e, come caso-specifico di controllo, soggetti
residenti in zone non correlate ai potenziali rischi ambientali riportati nel progetto LucAS.

DIMENSIONE DEL CAMPIONE

Ai fini dell’esecuzione di analisi statistiche appropriate e dirimenti relative al WP1, si stima di reclutare un numero di
pazienti non inferiori ai 100 per area geografica individuata, suddivisi secondo le descrizioni delle singole TASKS nel
paragrafo C-IMPLEMENTAZIONE. Nello specifico delle indagini oggetto del WP2, le zone di prelievo e studio (nelle
matrici di suolo e acqua, in insetti e microbi, negli animali da allevamento) saranno verosimilmente e ragionevolmente:
nei Siti di Interesse Nazionali (SIN) di TITO SCALO, VALBASENTO, in VAL D’AGRI-COVA, nella VALLE DEL
SAURO-TEMPA ROSSA, al CENTRO ENEA-TRISAIA, al TERMOVALORIZZATORE RENDINA-ITM, nella




VALLE DEL MERCURE e, come controllo, da zone limitrofe alle aree geografice su menzionate. Nello specifico delle
indagini oggetto del WP3, sara coinvolto nello studio un campione di popolazione rappresentativo dei residenti nelle
specifiche zone individuate dal Progetto e di tutti gli abitanti della Basilicata.

B. IMPLEMENTAZIONE (WORKPLAN)

WP1 TITOLO E SINTESI DEGLI OBIETTIVI: MARCATORI PROGNOSTICO-DIAGNOSTICO E DI
ANDAMENTO DI MALATTIA IN CAMPIONI DELLA POPOLAZIONE LUCANA

Responsabile scientifico: Prof. Giuseppe Terrazzano, Dipartimento di Scienze della Salute (DiSS), Universita
della Basilicata (UniBas)

Tale WP rappresenta:
Obj1- uno studio correlativo tra le patologie emergenti nelle specifiche aree di interesse (come definite nel
documento di indirizzo della Regione Basilicata), le possibili eziopatogenesi e la presenza di biomarcatori
riconducibili all’esposoma;
Obj2- Un’analisi dell’esposizione ai determinanti ambientali derivati da attivita antropiche ed emergenza di patologie
cronico-degenerative nelle suddette aree di interesse.

In tale scenario tematico, il WP1 ha la finalita di condurre su soggetti lucani, stratificati per eta e sesso, stato di salute e
per associazione a disordini e comorbidita evidenziate all’anamnesi e rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul
territorio lucano, un’analisi sui potenziali biomarcatori molecolari e cellulari espressi dalla popolazione e riconducibili
all’effetto tossico dei determinanti di inquinamento delle matrici acqua, aria e suolo nelle specifiche aree individuati nel
progetto preliminare. In tal senso, saranno considerati marcatori genetici, proteomici, metabolomici, indici di
inflammazione, immunopatogenicitd, immunometabolismo, endocrinopatie, danno renale, cardiaco, vascolare, epatico,
gastro-intestinale, e di rischio oncologico. Infine, sara condotta 1’analisi del microbiota intestinale in soggetti sani e in
individui affetti da specifiche patologie e/o comorbidita. A tal fine, il WP1 sara articolato in Task (come da descrizioni a
seguire).

Milestones:
= Correlazione dell’esposizione cronica della popolazione lucana ai determinanti dell’inquinamento ambientale;
= Analisi del determinismo eziopatogenetico di malattie correlate all’esposizione ambientale ed emergenti sul
territorio lucano;

Deliverables (vedi anche paragrafo 3- Impatto):

- Impiego di specifici biomarcatori esposomici per il monitoraggio dell’impatto dei determinanti ambientali di

tossicita sulla salute dei lucani;

- Realizzazione di un sistema di monitoraggio dell’andamento di malattie da danno ambientale;

- Ottimizzazione delle tecniche diagnostiche da implementare nella sorveglianza attiva della medicina territoriale.
Indicatori di progresso
Individuazione di biomarcatori esposomici correlabili all’emergenza di patologie umane sul territorio. Possibile
sistematizzazione progressiva, nell’arco dei 5 anni, e, trasferimento di conoscenze e metodologie, ai dipartimenti sanitari
territoriali sull’eziopatogenesi da potenziale esposizione ai determinanti ambientali.

DIPARTIMENTI E PERSONALE UNIBAS COINVOLTO:

DiSS= Dipartimento di Scienze della Salute
= Prof.ssa Maria Francesca Armentano
= Prof. Faustino Bisaccia
= Prof. Vincenzo Brancaleone
= Prof..ssa Maria Grazia Bonomo
= Prof.ssa Monica Carmosino
= Prof.ssa Vittoria Infantino
= Prof. Michele Manfra
- Prof. Luigi Milella
= Prof. Giovanni Salzano
= Prof. Giuseppe Terrazzano

DiSBA= Dipartimento di Scienze di Base ed Applicate




= Prof. Rocco Rossano
= Prof.ssa Simona Todisco

INTERAZIONI COLLABORAZIONI CON ALTRI SOGGETTI PARTECIPANTI: Al fine del raggiungimento
degli obiettivi e delle finalita del complessivo Progetto LucAS saranno promosse collaborazioni con eventuali altri
Enti, diversi dall’UniBas, coinvolti per specifica competenza tematico-scientifica.

I1 WP1 si articolera nell’arco temporale di 60 mesi nelle seguenti TASKS:
TASK 1.1-Marcatori di risposta immune e di immuno-regolazione

Background

Negli ultimi decenni, ¢ stata prestata una crescente attenzione ai ruoli che gli inquinanti ambientali svolgono nello
sviluppo e nell'aumento della frequenza di malattie immunologiche, quali quelle correlate all’immunosoppressione,
all'allergia e all'autoimmunita (19-27). La letteratura scientifica evidenzia sempre piu consistentemente la rilevanza sulla
patogenesi sottostante e sugli effetti immunotossici degli inquinanti ambientali negli esseri umani. In tal senso, ¢ stato
osservato che l'esposizione agli agenti inquinanti determini I’emergenza di malattie polmonari immuno-mediate (19-27).
Inoltre, ¢ da tempo noto che una varieta di sostanze chimiche ambientali rappresenti il potenziale per danneggiare i
componenti del sistema immunitario (19-27). I PHA, gli HAH, incluso TCDD, grazie alla presenza diffusa di specifici
recettori cellulari per le sostanze aromatiche (HAR) (19-27) possono impattare sulle cellule del sistema immunitario,
alterando significativamente le funzioni specifiche. PHA, HAH, TCDD, arsenico, piombo, cadmio ed altre sostanze sono
in grado di determinare I’emergenza di numerose affezioni in cui ¢ riconoscibile una base immuno-mediata (quali le
malattie inflammatorie ed autoimmunitarie), riducono la resistenza alle infezioni, incrementano il rischio di sviluppare
malattie neoplastiche e, complessivamente, altereranno la capacita omeostatica e regolatoria del sistema immunitario (19-
30). Obiettivi. L’obiettivo complessivo di tale attivita sara lo studio di marcatori cellulari e molecolari della
disregolazione della risposta immunitaria innata ed adattiva (28). Le coorti osservate saranno relative a soggetti sani e
pazienti affetti dalle specifiche patologie evidenziate all’anamnesi e rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul
territorio lucano, sia provenienti dalle zone limitrofe alle aree geografiche individuate dal progetto, sia da zone non
correlabili per vicinanza alle aree indicate quali potenzialmente a rischio ambientale.

Metodologie

Nello specifico, le attivita di ricerca prevedranno la caratterizzazione fenotipica e funzionale (28-30) di Linfociti T
effettori (T CD8+ Citotossici e T CD4+ Helper) e regolatori (T CD4+ FoxP3+, TR3-s6, Th17), di cellule Natural Killer
(NK) e Natural Killer T (NKT) su sangue venoso periferico (per le categorie di soggetti sani e pazienti stratificate nel
progetto LucAS). In particolare, i linfociti T saranno analizzati per ampiezza numerica/percentuale e per attivita
funzionale (proliferazione per simulazione antigene-specifica, citotossicita, secrezione citochine). In merito alla
secrezione, sara valutata la produzione di citochine pro- (INF-gamma, TNF-alpha, IL-17, IL-6) ed anti-infiammatorie
(IL-4, IL-10, TGF-beta) in seguito a stimolazione che simula 1’attivazione antigenica (anticorpo monoclonale anti-CD3)
e la trasduzione del segnale (esteri del forbolo, PMA) per incubazioni temporali crescenti (12,24,48 ore) (28-30). I
linfociti NK saranno valutati per 1’espressione di citotossicita e per la produzione di citochine (IFN-gamma) in seguito a
stimolazione con esteri del forbolo (PMA). I linfociti NKT saranno valutati per la produzione di citochine pro- (IFN-
gamma) ed anti-inflammatorie (IL-4). Inoltre, saranno studiati i livelli di fosforilazione dell’enzima S6-Chinasi,
principale bersaglio molecolare dell’attivita della molecola mammalian Target of Rapamicine (mTOR) (31-33) in
Linfociti CD4+ e/o CD8+. Tutte le valutazioni indicate saranno condotte a mezzo di tecniche citofluorimetrica a flusso
combinate con metodiche di immunofluorescenza (28-30).

Risultati attesi

Lo studio potra, auspicabilmente, correlare 1’esposizione cronica della popolazione lucana ai determinanti
dell’inquinamento ambientale (per gli aspetti della letteratura scientifica gia nota e per quelli individuati contestualmente
agli studi ambientali del Progetto LucAS) alle alterazioni della risposta immunitaria e della sua regolazione, al fine di
comprenderne I’eventuale determinismo eziopatogenetico immuno-mediato di malattie emergenti sul territorio lucano,
monitorarne I’andamento e, potenzialmente, ottimizzare le potenziali ed occorrenti terapie specifiche.

Responsabile: Prof. G. Terrazzano

TASK 1.2-Biomarcatori dell’immunometabolismo

Background




La presente attivita ha la finalita di studiare il ruolo dell’immunometabolismo in patologie la cui eziopatogenesi puod
essere correlata a fattori riconducibili all’inquinamento ambientale, come rivenienti dal dato epidemiologico-statistico
sul territorio lucano (per gli aspetti della letteratura scientifica gia nota e per quelli individuati contestualmente agli studi
ambientali del Progetto LucAS). Partendo dalle alterazioni del metabolismo energetico e dallo stress ossidativo ad esso
correlato, provocati da diversi inquinanti ambientali, I’immunometabolismo consente di definire il quadro fenotipico
delle cellule del sistema immunitario inducendo una risposta cellulare che puo rappresentare il presupposto scientifico
per I’individuazione di un nuovo “biomarker ambientale” (34,35). La natura multifattoriale dello sviluppo di alcune
patologie, da quelle infiammatorie croniche alle neoplasie, rende estremamente complesso correlare 1’insorgenza alle
esposizioni chimiche nell’ambiente. Numerosi fattori ambientali influenzano lo stato inflammatorio e possono avere un
ruolo nel promuovere 1’insorgenza di patologie inflammatorie. In questo contesto, investigare 1’effetto su specifici target
cellulari e molecolari diventa fondamentale per comprendere 1’eziopatogenesi e la fisiopatologia delle malattie. Alcuni
agenti chimici, in tal senso, hanno dimostrato di poter favorire i processi infiammatori inducendo la produzione di
mediatori dell’infiammazione, tra i quali NO, PGE2 (36). Inoltre, I’esposizione ad inquinanti ambientali promuove
cambiamenti nel metabolismo e modificazioni epigenetiche, come 1’acetilazione istonica, che influenzano espressione di
proteine target portando ad un aumento dello stress ossidativo e di citochine proinfiammatorie (37). Recentemente
P’attivita di ricerca del gruppo coinvolto nella TASK 1.2 ha dimostrato che in macrofagi attivati da LPS, il pathway del
citrato ¢ essenziale per la produzione proprio di mediatori dell’inflammazione quali NO, ROS e PGE: (34,35) e per la
modulazione del profilo di espressione genica (34,35).

Obiettivi

I target specifici su cui si focalizzera I’attenzione della TASK 1.1 sono il pathway del citrato ed i fattori trascrizionali
strettamente correlati con tale pathway (34,35,38) in patologie infiammatorie croniche del tratto respiratorio, quali I’asma,
in patologie cardiovascolari e nelle neoplasie polmonari rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul territorio lucano
(per gli aspetti della letteratura scientifica gia nota e per quelli individuati contestualmente agli studi ambientali del
Progetto LucAS).

Metodologia

L’attivita avra lo scopo di quantificare le proteine del pathway del citrato e i fattori trascrizionali correlati in macrofagi
isolati da campioni di sangue periferico di soggetti sani e pazienti provenienti dalle aree specificate nel progetto,
selezionati in relazione al genere ed all’eta, come rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul territorio lucano. Un
secondo approccio parallelo sara quello di studiare I’effetto sul pathway del citrato da parte di specifici inquinanti
ambientali, noti o individuati dagli altri attori della presente attivita di ricerca, mediante saggi in vitro su colture cellulari
di monociti/macrofagi. Anche in questo caso I’attenzione sara focalizzata sul pathway del citrato e sui fattori trascrizionali
correlati.

Responsabili: Prof.ssa. V. Infantino, Prof.ssa S.
Todisco

TASK 1.3- Profilo di tossicita funzionale dei contaminanti ambientali identificati su cellule endoteliali, cellule del
sangue e vasi isolati

Background

Gli inquinanti ambientali sono frequentemente catalogati come agenti cancerogeni per le loro capacita di indurre
neoplasie. Negli ultimi anni la ricerca di materiali non genotossici ha portato all’utilizzo di componenti o miscele di essi
che perd presentano una scarsa conoscenza di tossicita rispetto a diversi organi e tessuti. Allo stesso modo, prove
epidemiologiche sostanziali mostrano che le esposizioni ambientali a inquinanti metallici xenobiotici (es. cadmio, piombo
e arsenico) sono associate a maggiori rischi di patologie cardiovascolari tardive, tra cui aterosclerosi, ipertensione e
disfunzione endoteliale (39-41). Pertanto, si evidenzia la necessita di valutare I’effetto dei possibili determinanti tossici
sumodelli in vitro ed ex vivo in grado di evidenziare effetti a livello vascolare associabili a fenomeni di tossicita. Obiettivo
ulteriore della TASK 1.3 ¢ quello di individuare biomarcatori in sangue ¢ urine che possano essere associati alle
specifiche patologie evidenziate all’anamnesi e rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul territorio lucano (per gli
aspetti della letteratura scientifica gia nota e per quelli individuati contestualmente agli studi ambientali del Progetto
LucAS), nonché essere prognostici di evoluzione delle suddette patologie in seguito al trattamento farmacologico.
Pertanto, tale attivita promuovera lo screening in vitro, in vivo ed ex vivo per la valutazione del profilo di tossicita
funzionale dei contaminanti ambientali identificati su cellule endoteliali, cellule del sangue e vasi isolati;

Metodologie

Per i saggi cellulari verranno utilizzate cellule endoteliali di origine bovina, ampiamente caratterizzate su cui verra
valutato ’effetto tossico delle molecole individuate (42-45). In particolare, verra valutata la capacita di produzione di
ossido nitrico (NO) e acido solfidrico (H2S), trasmettitori che regolano la funzione vasodilatante e che rappresentano
fondamentali indici di funzione endoteliale (46). Verranno inoltre utilizzate cellule del sangue periferico di donatori sani




la cui tossicita verra identifica attraverso analisi citofluorimetrica, con la quantificazione del grado di attivazione cellulare
(CD11b) e formazione di complessi multicellulari (neutrofili/piastrine) in seguito ad esposizione agli agenti tossici
individuati (47.48). Infine, verranno utilizzati vasi isolati (aorta e carotide di topo) su cui verra valutata la funzionalita
vascolare in seguito ad esposizione agli agenti tossici individuati (49,50). L’esposizione potra essere acuta (direttamente
a contatto con il vaso isolato) oppure sistemica (somministrata in vivo, per valutarne 1’effetto sistemico). In particolare,
verra utilizzato un sistema per organi isolati con trasduttori di forza associati ad un sistema di visualizzazione ed
elaborazione dati (PowerLab, ADInstruments).

Risultati attesi

Tale attivita di ricerca/screening consentira di valutare il profilo concentrazione-risposta funzionale su cellule endoteliali,
cellule immunitarie e vasi isolati per ogni inquinante o classi di inquinanti individuati (chimico e/o biologico). Particolare
attenzione sara rivolta agli inquinanti derivanti dall’estrazione e raffinazione del petrolio (idrocarburi), all’amianto
naturale (tremolite) ed artificiale ed ai derivati delle plastiche delle microplastiche, specie quelli non normati come i
copolimeri ciclici dell’olefina (COC). Quindi verranno classificati gli inquinanti in clusters, a seconda delle tipologie di
effetti determinati: 1) induzione di disfunzione endoteliale, associata ad una riduzione di NO e HzS; - attivazione delle
cellule immunitarie con conseguente danno infiammatorio; 2) alterazioni della funzionalitd vascolare in termini
variazione di risposta contrattile o vasodilatante. Tale modello valuta per ogni inquinante gli endpoint fisiologici vascolari
ed infiammatori critici in vitro ed in vivo/ex vivo. Per gli studi in vitro/ex vivo verra identificata una concentrazione tossica
50 (TCso, concentrazione alla quale si ottiene un effetto pari al 50% dell’effetto massimo) per ogni sostanza o classi di
sostanze. Per gli studi in vivo verra identificata una dose tossica 50 (TDso, dose alla quale 1’effetto ¢ presentato dal 50%
degli animali) per ogni sostanza o classi di sostanze Questo valore sara confrontato con i valori di esposizione nei siti
studiati per una proiezione dell’effetto reale sull’'uomo.

Responsabile: Prof. V. Brancaleone

TASK 1.4. Approcci di esposomica per la definizione di nuovi marker prognostici e diagnostici associabili al
rischio di patologie oncologiche del tratto gastro-intestinale

Background

Le patologie tumorali del tratto gastro-intestinale sono le pitt comuni nei paesi sviluppati. In tali casi, nonostante non vi
sia una storia familiare di alterazioni genetiche, i contributi dell’ambiente esterno giocano un ruolo fondamentale nello
sviluppo di tali patologie in particolare associate alla dieta (51). A tale riguardo, inquinanti di natura chimica, che possono
contaminare alimenti e/o acque di impiego alimentare, rappresentano una consolidata minaccia per la salute umana e
sono positivamente correlati all’insorgenza di patologie ad elevato impatto sociale, come il cancro al colon-retto (CRC).
Gli idrocarburi policiclici aromatici (PAHs) sono una famiglia ubiquitaria di contaminanti ambientali, che entrano in
circolo mediante consumo di alimenti contaminati o acqua potabile, cosi come dall’esposizione ad ambienti o luoghi di
lavoro contaminati (52,53). Tali contaminanti sono largamente associati alle attivita dell’industria petrolifera, di
raffinazione e dell’automotive. Nonostante le patologie correlate all’esposizione dei PAHs piu conosciute siano il
carcinoma polmonare e quello alla mammella, sono crescenti le evidenze scientifiche che li correlano a patologie
oncologiche del tratto digestivo. Risulta crescente la necessita di approcci che permettano di identificare ed associare
contaminanti noti ed emergenti con il rischio e la tendenza allo sviluppo di patologie tumorali (54).

Obiettivi

Obiettivo generale dell’attivita sara I’impiego di approcci di esposomica per la definizione di nuovi marker prognostici e
diagnostici associabili al rischio di patologie oncologiche del tratto gastro-intestinale, come rivenienti dal dato
epidemiologico-statistico sul territorio lucano. Le coorti osservate saranno relative a soggetti sani e pazienti affetti
patologie oncologiche del tratto gastro-intestinale e rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul territorio lucano, sia
provenienti dalle zone limitrofe alle aree individuate dal progetto, sia da zone non correlabili per vicinanza alle stesse
aree. Nello specifico, la TASK 1.4 sara focalizzata sui seguenti obiettivi:

OS1: Sviluppo ed applicazione di tecniche di esposomica per I’identificazione rapida di contaminanti noti ed
emergenti. Scopo di quest’obiettivo sara 1’applicazione di tecniche combinate basate sull’impiego della spettrometria di
massa per la rivelazione in campioni ambientali e biologici di contaminanti ambientali noti ed emergenti. L’obiettivo
prevedera I’ottimizzazione in modalita high-throughput di tecniche ifenate (UHPLC-HRMS, GC-MS, UHPLC-FLD) sia
di tipo targeted che di tipo untargeted per 1’identificazione e la quantificazione di contaminanti in matrici alimentari
(alimenti), ambientali (acqua, suolo, aria) e biologici (biofluidi e tessuti). L’impiego di tecniche combinate permettera
I’allestimento di una library di contaminanti noti ed emergenti da monitorare per la valutazione del livello di
contaminazione in specifiche zone regionali e nazionali (55).

0S2: Valutazione del metaboloma in seguito all’esposizione acuta e cronica di contaminanti noti ed emergenti.
I pannelli di contaminanti precedentemente definiti saranno oggetto di valutazione in sistemi biologici (in vitro) per
I’identificazione dell’alterazione di meccanismi molecolari correlati alla carcinogenesi. Nello specifico modelli in vitro




di linee cellulari del tratto gastro-intestinale saranno trattati con contaminanti noti ed emergenti, e verranno eseguite
analisi metabolomiche per identificare nel dettaglio specifici pathways molecolari alterati in seguito ad esposizione acute
o croniche ai contaminanti ambientali identificati.

OS3: Biomonitoraggio rapido ed impiego di tecniche di machine learning per I’identificazione di nuovi fattori
di rischio. I pannelli di contaminanti precedentemente definiti saranno oggetto esteso di analisi quali-quantitative per lo
screening su larga scala dei livelli di contaminazione in diverse popolazioni e correlazione con i livelli di contaminazione
territoriale. A tale scopo verranno impiegati biofluidi derivati da soggetti residenti nelle aree geografiche esplicitate nel
progetto, per la creazione di signature di esposizione ed impiego di tali pannelli per I’addestramento (training) di modelli
di classificazione e loro successivo impiego ai fini predittivi (test) mediante modelli di ensemble machine learning. Le
signature cosi ottenute saranno sottoposte a validazione con dataset di popolazioni in territori diversi per stabilire la
validita dei modelli predittivi e I’impiego come strumenti diagnostici e prognostici per valutare 1’incidenza dei livelli di
contaminanti sull’insorgenza di patologie oncologiche del tratto gastro-intestinale (56).

Metodologie

Lo studio vedra I’uso di approcci innovativi, quali tecniche di esposomica basate sulla spettrometria di massa unitamente
all’impiego dell’intelligenza artificiale per il biomonitoraggio rapido e per la creazione di nuovi indici di rischio
associabili all’esposizione ad agenti chimici e loro impiego per I’allestimento di tool statistici predittivi.

Risultati attesi

Sviluppo di tecniche analitiche rapide per il biomonitoraggio, elucidazione dei meccanismi molecolari endogeni alterati
in modelli cellulari di tumore gastro-intestinale di seguito all’esposizione di contaminanti ambientali, la creazione di
signature di esposizione.

Responsabile: Prof. M. Manfra,

TASK 1.5. Individuazione di potenziali marcatori di cardiotossicita.

Background

Nonostante le attuali stime colleghino almeno il 25% di tutti i casi di malattie cardiovascolari alle esposizioni ambientali,
le identita degli agenti causali ed il loro meccanismo d’azione rimangono in gran parte sconosciuti (57). Gli attuali
approcci preclinici per le valutazioni cardiotossiche delle sostanze chimiche inquinanti si basano quasi esclusivamente
su modelli animali con limitazioni significative in termini di costo e complessita degli studi. Per valutare effetti
cardiotossici sub-letali di un'ampia gamma di inquinanti sono stati messi a punto nuovi approcci in vitro che fanno
affidamento su test funzionali high-throughput molto sensibili, in grado di identificare non solo il tipico effetto citotossico
ma anche I’incremento della mortalita cellulare (58). Questi saggi rivelano infatti perturbazioni sub-citotossiche della
normale elettrofisiologia cellulare e delle vie biochimiche intracellulari dei cardiomiociti che possono avere un impatto
sulla contrattilita e sulla funzione dell’intero organo.

Obiettivi

Screening in vitro in sistema high-throughput per il profilo di cardiotossicita funzionale dei contaminanti ambientali
identificati rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul territorio lucano (per gli aspetti della letteratura scientifica
gia nota e per quelli individuati contestualmente agli studi ambientali del Progetto LucAS).

Metodologie

Per i1 saggi cellulari verranno utilizzati cardiomiociti murini immortalizzati HL-1 che sono un modello in vitro
particolarmente interessante in quanto formano un monostrato a battito sincrono spontaneo che puo essere seguito in live
imaging (59). Il metodo di analisi ¢ fluorimetrico, high-throughput e si basa sul monitoraggio delle oscillazioni di Ca*
intracellulare, specchio dell'attivita elettrica sulla membrana plasmatica di tali cardiomiociti. I cardiomiociti verranno
seminati in piastre da 96 pozzetti per fluorescenza (nere con fondo trasparente) ed esposti per 30 min (simulazione di
contatto in acuto) o per 24h (simulazione di contatto in cronico) a diverse concentrazioni delle sostanze identificate. Le
concentrazioni da testare saranno decise in funzione delle concentrazioni identificate nei siti esaminati. I cardiomiociti
verranno poi incubati con una sonda fluorescente per il Ca?* citosolico e le oscillazioni di Ca?* intracellulari verranno
monitorate nello strumento FlexStation 3 reader di Melecular Devices
(https://www.moleculardevices.com/en/assets/app-note/dd/img/explore-cardiac-function-by-measuring-calcium-
oscillation-or-contraction-patterns). Questo approccio ¢ suscettibile di valutazione quantitativa multiparametrica. Verra
valutato I’effetto dose-dipendente sulla frequenza della contrazione (BR), 'ampiezza del battito (BAMP) e l'irregolarita
della frequenza del battito (BRI). In paralleli esperimenti di imaging verranno valutati gli effetti delle sostanze in esame
sulla vitalita cellulare e sull’effetto depolazizzante sul potenziale di membrana mitocondriale grazie all’uso sonde




specifiche per la vitalita cellulare come Calcein AM e per il potenziale mitocondriale come JC-10. La depolarizzazione
mitocondriale ¢ infatti un segnale precoce di danno ipossico o stress ossidativo a livello cardiaco.

Risultati attesi

L’attivita consentira di ottenere un profilo di concentrazione-risposta funzionale sui cardiomiociti per ogni inquinante o
classi di inquinanti (tipo fisico, chimico, biologico) rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul territorio lucano.
Particolare attenzione sara rivolta agli inquinanti derivanti dall’estrazione e raffinazione del petrolio (idrocarburi),
all’amianto naturale (tremolite) ed artificiale ed ai derivati delle plastiche specie quelli non normati come i copolimeri
ciclici dell’olefina (COC). Quindi verranno classificati gli inquinanti in clusters con effetto meramente citotossico sulla
vitalita dei cardiomiociti, o con effetto stimolante piuttosto che inibente la frequenza del battito dei cardiomiociti, con
effetto aritmogenico e quelli con effetto sull’attivita mitocondriale. Questo modello valuta per ogni inquinante gli
endpoint fisiologici cardiaci critici in vitro che sono facilmente traslabili in vivo. Verra identificata una dose efficace in
vitro (dose alla quale si ottiene un effetto pari al 50% dell’effetto massimo) per ogni sostanza o classi di sostanze. Questo
valore sara confrontato con i valori di esposizione nei siti studiati per una proiezione di un reale effetto in vivo.

Responsabile: Prof.ssa M. Carmosino

TASK 1.6. Monitoraggio e prevenzione dei processi di citotossicita e di carcinogenesi in cellule polmonari ed
intestinali indotti dall’inquinamento ambientale

Background

Negli ultimi anni particolare attenzione ¢ stata rivolta ai possibili rischi ambientali e per la salute umana causati dagli
inquinanti generati durante le estrazioni petrolifere in Basilicata, sede del piu grande giacimento europeo di petrolio sulla
terraferma. L’esposizione costante a tremolite o miscele di idrocarburi aromatici policiclici (PAH) puo essere implicata
infatti nell’insorgenza e nello sviluppo di patologie fra cui il cancro, malattie respiratorie nonché intestinali (60). Inoltre,
¢ noto che carenze nutrizionali possono incrementare gli effetti patogenici degli agenti inquinanti. Ad esempio, vitamine
antiossidanti come la vitamina C ed E sono tradizionalmente utilizzate come mezzi per rafforzare le difese immunitarie
contro i fattori di stress ambientali (61) e prove sperimentali suggeriscono che i composti polifenolici, largamente presenti
in un’ampia varieta di specie vegetali, possono fornire una maggiore protezione contro gli inquinanti ambientali (62).
Alla luce di queste evidenze ¢ quindi importante monitorare e prevedere il danno causato dagli inquinanti e, nello stesso
tempo, individuare composti di origine naturale sicuri ed efficaci, da testare su modelli cellulari al fine di valutare il loro
utilizzo nella prevenzione e/o trattamento di patologie indotte da agenti inquinanti.

Obiettivi

Gli obiettivi dell’attivita saranno rivolti alla valutazione degli effetti protettivi di sostanze naturali nei riguardi degli effetti
tossici e cancerogeni dei contaminanti identificati dalle attivita di LucAS o gia noti. Diverse sostanze naturali saranno
introdotte nelle prove di laboratorio allo scopo di verificare il loro effetto preventivo e/o curativo (62,63).

Metodologie

Differenti linee cellulari umane polmonari ed intestinali possono essere selezionate come sistemi modello in vitro allo
scopo di predire una potenziale citotossicita di tali sostanze nocive sull’'uomo e i risultati saranno confrontati con sostanze
naturali di natura polifenolica per verificare il grado di tossicita nel primo caso e di prevenzione di tale citotossicita nel
secondo. Sara valutato ’effetto citotossico, ossia la capacita di agenti nocivi di indurre la morte cellulare, tramite saggi
in vitro quale ’'MTT (bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Saranno condotti dei saggi
complementari di citofluorimetria quali la valutazione della produzione di Specie Reattive dell’Ossigeno (ROS), la
depolarizzazione delle membrane mitocondriali, apoptosi e analisi del ciclo cellulare, o ancora test relativi alla
frammentazione del DNA, allo scopo di individuare i potenziali meccanismi coinvolti nella tossicita. Il possibile danno
ossidativo puo essere indotto sia per I’aumento dei livelli di radicali liberi dell’ossigeno (ROS), sia per 1’esaurimento
delle fonti antiossidanti tra cui I’enzima superossido-dismutasi (SOD), la glutatione-perossidasi (GPx), la catalasi (CAT)
etc. Pertanto, saranno valutati lo stress ossidativo e la capacita totale antiossidante mediante test colorimetrici high-
throughput (FOX-2 assay). Tra i test di valutazione specifici dell’attivita cancerogena di un agente inquinante usati nella
pratica clinica degni di nota sono: il comet assay sul polmone (come organo primo esposto) e sull’intestino, il test del
micronucleo sul midollo osseo e il test di mutazione del gene Pig-A su sangue periferico. In particolar modo, il comet
assay test ¢ eseguito nell’ambito delle esposizioni acute e subacute (1 mese); si tratta di un test che funge da marker di
esposizione, pertanto ¢ piu rilevante eseguirlo dopo un breve periodo di trattamento. I test di mutazione del micronucleo
e del gene Pig-A, come marker di effetti, vengono invece effettuati in seguito ad esposizione subacuta (1 mese) ¢
subcronica (3 mesi). Tali saggi verranno condotti sui modelli cellulari di polmone ed intestino e verranno effettuati in
parallelo alla valutazione dell’attivita benefica di specie vegetali e/o metaboliti secondari di origine naturale utilizzabili
a scopo preventivo.




Risultati attesi

Le attivita di tale task permetteranno a) di identificare gli effetti citotossici e cancerogeni degli inquinanti ambientali
rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul territorio lucano (per gli aspetti della letteratura scientifica gia nota e per
quelli individuati contestualmente agli studi ambientali del Progetto LucAS) su modelli cellulari di polmone ed intestino
b) individuare specie vegetali e/o metaboliti secondari di origine naturale in grado di esplicare un’azione cito-protettiva
a seguito della esposizione degli inquinanti oggetto di studio.

Responsabile: Prof. L. Milella

TASK 1.7. Microbiota intestinale

Background

I microrganismi intestinali influenzano I’assorbimento dei nutrienti e la regolazione energetica, partecipano al recupero
di energia dalla fibra alimentare. In tale occorrenza, la quantita di acidi grassi nel sangue si riduce e cid contrasta
I’aumento di peso. Le alterazioni di tale complesso ecosistema rende disponibile per I’ospite una maggiore quantita di
energia (64,65). Il microbiota possiede enzimi inducenti idrolisi e fermentazione dei polisaccaridi, altrimenti indigeribili,
che aumentano 1’energia disponibile sotto forma di acidi grassi a catena corta. Lo stato inflammatorio puo essere
esacerbato dai batteri intestinali producenti lipopolisaccaridi che inducono risposte immunitarie e predispongono
all’inflammazione cronica. La microflora modula i peptidi intestinali che sono prodotti delle cellule endocrine
dell’intestino e che controllano il metabolismo energetico, il senso di sazieta e la risposta immunitaria. L’infiammazione
cronica ¢ associata all’insorgenza di diverse patologie (64,65). Il microbiota umano ¢ esposto all’azione di contaminanti
ambientali e di sostanze presenti negli alimenti che ne possono influenzare la varieta, la vitalita e la funzionalita. Alcuni
effetti dell’ambiente sul microbiota sono caratterizzati da importanti implicazioni sul benessere generale del nostro
organismo. L’esposizione a inquinanti ambientali pud condurre a variazioni del microbiota umano instaurando una
disbiosi generalizzata che correla con I’incidenza di una serie di patologie di natura immunitaria (atopie), metabolica
(obesita), neuroevolutiva (autismi) (64-66). Preservare lo stato di benessere del nostro microbiota ¢, quindi, un tema piu
complesso della semplice scelta preferenziale di alimenti ricchi in fibra alimentare, che rappresenta come ¢ noto il
substrato metabolico preferito dai batteri intestinali. Si deve allargare probabilmente alla tutela ambientale, in senso lato,
e includere un’attenzione maggiore a tutte le sostanze inquinanti che utilizziamo in maniera pit 0 meno appropriata, e
che stiamo sversando nel nostro mondo. Una ricca letteratura indica che i fattori ambientali interagiscono con il
microbioma umano e ne influenzano la composizione ¢ le funzioni contribuendo alla patogenesi delle malattie in diverse
sedi del corpo. A seconda del tipo di inquinante, dell’intensita e della frequenza di esposizione il microbiota potrebbe
esercitare un’azione protettiva o aumentare la tossicita e la risposta infiammatoria. Dai dati raccolti durante uno studio
emerge un possibile ruolo protettivo del microbiota contro alcuni dei composti tossici che possono essere assunti per via
alimentare; tale effetto protettivo potrebbe esplicarsi proprio attraverso una regolazione dello stato infiammatorio. Gli
inquinanti sembrano indurre una disbiosi funzionale che altera I’equilibrio tra metaboliti anti-inflammatori e metaboliti
pro-inflammatori e una spiegazione ¢ che il microbiota interviene nel metabolismo degli xenobiotici. I rischi corsi dalle
cellule intestinali in seguito all’esposizione agli inquinanti non dipenderebbero quindi solo dall’effetto di questi ultimi
sulle cellule, ma anche da quello dei composti prodotti dal microbiota in seguito all’esposizione a queste sostanze. A
seconda del tipo di inquinante, dell’intensita e della frequenza di esposizione il microbiota potrebbe esercitare un’azione
protettiva o aumentare la tossicita e la risposta inflammatoria (68). Anche I'esposizione cronica al particolato ambientale
modifica la diversita e 1'abbondanza del microbiota; la disbiosi microbica intestinale porta alla colonizzazione di agenti
patogeni e alla crescita di patogeni che facilitano le malattie infettive. Inoltre, provoca cambiamenti dei metaboliti
innescando disfunzioni metaboliche (68).

Obiettivi

Obiettivo di questa task ¢ la caratterizzazione del microbiota intestinale di soggetti sani e di pazienti affetti dalle specifiche
patologie evidenziate all’anamnesi e rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul territorio lucano (per gli aspetti
della letteratura scientifica gia nota e per quelli individuati contestualmente agli studi ambientali del Progetto LucAS),
sia provenienti dalle zone limitrofe alle aree individuate dal progetto, sia da zone non correlabili per vicinanza alle stesse
aree.

Metodologie

La presente attivita prevede la caratterizzazione del microbiota intestinale dei soggetti oggetto di studio, mediante il
sequenziamento del suo genoma (microbioma) per valutare la sua composizione e le differenze qualitative e quantitative
tra i soggetti anche in relazione ai livelli di esposizione a sostanze inquinanti, al fine di stabilire il grado di rischio a
sviluppare patologie correlabili a disfunzioni del microbiota intestinale. Per valutare la frazione attiva e vitale del
microbiota, e quindi la funzionalita dei vari gruppi microbici, sara utilizzato sara utilizzato uno approccio meta-
trascrittomico, basato sul sequenziamento massivo dell’intero RNA estratto dai campioni (mRNA, RNA-sequencing).
L’annotazione funzionale delle sequenze e ’analisi dell’abbondanza dei trascritti consentiranno di valutare 1’espressione




e la regolazione dei geni in risposta a determinate sostanze inquinanti. Inoltre, verra analizzato anche il volatoloma del
microbiota di soggetti esposti a diversi inquinanti, per valutare la produzione di composti organici volatili (VOC, Volatile
Organic Compunds) mediante gascromatografia-spettrometria di massa (GC-MS).

Responsabili: Prof.ssa M. G. Buonomo, Prof. G. Salzano,

TASK 1.8-Marcatori genomici

Le attivita previste sono correlate alla identificazione/validazione di profili genomici associati alle specifiche patologie
evidenziate all’anamnesi e rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul territorio lucano (per gli aspetti della
letteratura scientifica gia nota e per quelli individuati contestualmente agli studi ambientali del Progetto LucAS) al fine
di individuare uno strumento molecolare/diagnostico/prognostico (su base genomica) da applicarsi in azioni di screening
sia su base predittiva, sia di incidenza della malattia. Le azioni di ricerca queste saranno indirizzate a correlare la base
eziopatogenetica immunomediata allo sviluppo di malattie cronico-degenerative (patologie infiammatorie,
autoimmunitarie, reumatiche). Nello specifico, previa applicazione di schemi sperimentali atti a strutturare analisi
genomica differenziale, su sangue periferico e siero di pazienti saranno applicati marcatori molecolari, gia individuati o
di nuova identificazione (IL-1, IL-6; IL-10, FTO, MC4R, Nesfatin-1) (72-77), potenzialmente associati alle patologie
evidenziate all’anamnesi e rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul territorio lucano. Le coorti osservate saranno
relative a soggetti sani e pazienti affetti dalle specifiche patologie evidenziate all’anamnesi e rivenienti dal dato
epidemiologico-statistico sul territorio lucano, sia provenienti dalle zone limitrofe alle aree geografiche individuate dal
progetto, sia da zone non correlabili per vicinanza alle suddette aree. Contestualmente, sara sviluppato un algoritmo
conferendo agli stessi un coefficiente (score) di suscettibilita. L’applicazione di tali marcatori consentira di sviluppare
un indice numerico che associato ad altri elementi diagnostici, consentira di stimare il rischio e pertanto in forma
indiretta, se applicato su base territoriale, divenire uno strumento in grado di indirizzare e modulare le azioni preventive
e terapeutiche per ridurre I’incidenza delle patologie cronico-degenerative sulla popolazione lucana, al fine di ridurre la
spesa pubblica del Sistema Sanitario Regionale.

Responsabili: Proff. V. Brancaleone, M. Carmosino, L. Milella, G. Terrazzano,

TASK 1.9-Marcatori di danno cellulare

La finalita di tale specifica attivita ¢ rappresentata dallo studio sul reticolo endoplasmatico (ER), quale organello centrale
nelle cellule, responsabile del ripiegamento e del trafficking delle proteine, della sintesi dei lipidi e dell'omeostasi del
calcio cellulare (78-80). Nello specifico, un numero crescente di studi ha dimostrato che ER stress (ERS) e la Unfolded
Protein Response (UPR) che ne consegue sono associati a cambiamenti fisiopatologici e metabolici, tra cui obesita,
diabete di tipo 2, dislipidemie, aterosclerosi, malattie cardiache ed epatiche, disturbi neurodegenerativi e cancro. Pertanto,
a mezzo di tecniche proteomiche e immunochimiche su sangue periferico e/o siero di pazienti affetti dalle specifiche
patologie evidenziate all’anamnesi e rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul territorio lucano (per gli aspetti
della letteratura scientifica gia nota e per quelli individuati contestualmente agli studi ambientali del Progetto LucAS),
saranno valutati biomarcatori cellulari (URG?7) e/o circolanti (quali, GRP78, PDI-A4) (78-80) intimamente collegati a
tali meccanismi di ERS/UPR, fornendo un mezzo minimamente invasivo per la diagnosi precoce e il trattamento specifico
di questi disturbi. Le coorti osservate saranno relative a soggetti sani e pazienti affetti dalle specifiche patologie
evidenziate all’anamnesi e rivenienti dal dato epidemiologico-statistico sul territorio lucano, sia provenienti dalle zone
limitrofe alle aree individuate dal progetto, sia da zone non correlabili per vicinanza alle su citate aree.

Responsabili: Prof.ssa.M. F. Armentano, Prof. F. Bisaccia,

TASK 1.10. Rivalutazione del rischio sulla salute umana di sostanze inquinanti presenti nei siti industriali della
Basilicata

Nonostante la Basilicata sia una regione con pochi insediamenti industriali, i lucani “percepiscono” molto il peso di un
rischio ambientale soprattutto in prossimita dei siti di estrazione petrolifera, degli insediamenti industriali siderurgici e
dei cementifici. In questi siti le emissioni di sostanze tossiche per la salute umana e animale sono continuamente
controllate e permettono di monitorare il grado di inquinamento ambientale prodotto dall’attivita industriale rispetto a
valori soglia di inquinanti considerati non tossici. Sebbene questo modo di procedere sia corretto dal punto di vista legale
e ambientale, non sempre ¢ un metodo scientificamente valido per correlare 1’inquinamento prodotto con il danno alla
salute umana e animale. Infatti, la tossicita delle sostanze inquinanti su sistemi biologici varia se esse si trovano in miscela
tra loro, a causa di vari fenomeni metabolici ed epigenetici (81-83). La TASK 1.11 propone un’attivita di verifica che
valuti la tossicita di singoli inquinanti (come H2S, NO, SO2, NO2, O2-, metalli pesanti, idrocarburi aromatici, composti
clorurati) e miscele, in vitro su varie linee cellulari umane. Saggi di vitalita cellulare saranno eseguiti su cellule epatiche,




polmonari, neuronali e intestinali mediante saggi spettrofotometrici. Saranno anche condotte analisi morfologiche e di
stabilita genetica.

Responsabili: Prof. F. Bisaccia, Prof.ssa. F. Armentano

WP2 TITOLO E SINTESI DEGLI OBIETTIVI: APPROCCIO “ONE HEALTH”

Responsabile scientifico: Prof. Giovanni Salzano, Dipartimento di Scienze della Salute (DiSS), Universita della
Basilicata (UniBas)

Obiettivi specifici:
Obj3: Studio sulla biodiversita come biomarcatore della salute e 1’approccio “one health”, come valutazione
dell’impatto degli inquinanti ambientali;
Obj4: Applicazione di tecniche di biomonitoraggio in aree a particolare rischio ambientale.

Pertanto, il WP2 ha la finalita di condurre valutazioni ed analisi su alcuni animali da allevamento residenti nel territorio
lucano, sugli insetti e sui microbi del suolo, quale approccio di studio sull’impatto dei determinanti ambientali di
inquinamento nell’ecosistema lucano complessivamente inteso. In tal senso, il WP2 si articolera nelle seguenti Tasks.

Milestones:
- valutazione immunoepidemiologica dell’impatto dei determinanti ambientali di inquinamento sull’emergenza
di malattie infettive di animali da allevamento sul territorio lucano;
= Monitoraggio dell’artropodofauna e delle specie microbiche del suolo come biomarcatori di inquinamento
ambientale sul territorio lucano;

Deliverables (vedi anche paragrafo 3- Impatto):
= Ottenimento di indicatori biologici “one health”, quali strumenti di misurazione dello stato di inquinamento del
suolo nel territorio lucano e di allerta per il potenziale impatto sulla salute umana.

Indicatori di progresso

Individuazione di criteri predittivi e diagnostici dell’impatto ambientale su patologie veterinarie, alterazioni
artropodofauna e microbi del suolo, come marcatori dello stato di salute complessivo del territorio. Trasferimento di
conoscenze e metodologie alle strutture sanitarie ed ambientali del territorio.

DIPARTIMENTI E PERSONALE UNIBAS COINVOLTO:

DiSBA= Dipartimento di Scienze di Base ed Applicate (precedentemente era indicato il Dip di Scienze)
Prof. Alfonso Bavoso

Prof. Raffaele Boni

Dott. Stefano Cecchini

Prof.ssa Patrizia Falabella

Prof. Paolo fanti




e Prof.ssa Angela Ostuni
e Dott.ssa Rosanna Salvia

DiSS= Dipartimento di Scienze della Salute
e Prof. Giovanni Salzano
e Prof.ssa Maria Grazia Bonomo

DAFE= Dipartimento di Scienze Agrarie, Forestali, Alimentari ed Ambientali (DAFE)

o Prof.ssa Teresa Zotta

INTERAZIONI COLLABORAZIONI CON ALTRI SOGGETTI PARTECIPANTI: Al fine del raggiungimento
degli obiettivi e delle finalita del complessivo Progetto LucAS, saranno promosse collaborazioni con gli eventuali Enti
coinvolti per specifica competenza tematico-scientifica.

I1 WP2 si articolera nell’arco temporale di 60 mesi nelle seguenti TASK:

TASK 2.1 Immuno epidemiologia e malattie infettive degli animali domestici in aree ad elevata attivita antropica
industriale della Basilicata: un approccio One Health.

Background

Molteplici agenti inquinanti ambientali determinano negli animali superiori, uomo compreso, danni ossidativi alle bio-
macromolecole (88-90), causa di alterazioni strutturali e funzionali delle stesse, che si riflettono anche negativamente
sulle capacita di difesa nei confronti dei patogeni (90). Ad oggi risultano poco chiari gli effetti sulla salute umana ed
animale derivanti dall’esposizione prolungata ad inquinanti ambientali (27,91).

Obiettivi

Nella presente attivita si intende valutare la diffusione di malattie infettive endemiche di animali domestici (ovi-caprini)
quali ad esempio paratubercolosi, artrite encefalite caprina/Maedi visna, agalassia contagiosa, linfoadenite caseosa, in
relazione agli effetti della potenziale esposizione ad agenti inquinanti che potrebbero modulare le risposte del sistema
immunitario anche in relazione al grado di stress ossidativo determinato da tale esposizione. Pertanto, nei siti di interesse
evidenziati dal Progetto LucAS, verranno individuate aree geografiche a basso e ad alto impatto di inquinanti (per
esempio idrocarburi policiclici aromatici e composti organici solforati), in cui effettuare i campionamenti di sangue ed
eventualmente di altri tessuti da allevamenti ovi-caprini.

Metodologie

Accertamenti specifici sulla diffusione di patologie infettive endemiche verranno effettuati mediante test immunochimici
specifici su sangue periferico. Alcuni parametri del sistema immunitario (citochine, immunoglobuline, anticorpi naturali,
etc.), principalmente valutati con metodologie immunoenzimatiche, verranno utilizzati come indicatori dello stato di
salute animale. La valutazione dello stress ossidativo, conseguente alla esposizione di inquinanti ambientali sara
effettuata mediante 1’impiego principalmente di metodiche spettrofotometriche ed immunoenzimatiche in grado di
accertare su popolazioni animali altamente esposte all’inquinamento ambientale ed utilizzate come organismi modello,
I’equilibrio del potenziale ossidante/antiossidante, il danno ossidativo macromolecolare eventualmente determinato ed il
potenziale di contrasto/ riparazione dello stesso.

Risultati attesi

I risultati sperimentali, elaborati con metodologie statistiche adeguate, potrebbero essere utili per evidenziare gli effetti
di ambienti inquinati sulla salute umana in un approccio “One health®, nell’intento di evincere, al di 1a di eventuali effetti
diretti sul benessere, la risposta biologica ed il grado di resilienza degli organismi coinvolti agli insulti inquinanti
accertati.

Responsabili: Prof. A. Bavoso, Prof. R. Boni, Prof.ssa A. Ostuni, Dott. Cecchini

TASK 2.2 Biomonitoraggio dell’artropodofauna di specifiche aree del territorio lucano.

Background
E sempre piu evidente che I’ambiente e la salute pubblica siano in stretta relazione. Attraverso il monitoraggio ambientale
¢ possibile controllare le deviazioni che si verificano in una situazione che si ritiene normale o di base, stabilendo i limiti




di accettabilita dei risultati. E un processo di raccolta sistematica di dati, sia qualitativi che quantitativi, portato avanti
con una procedura standardizzata e in un periodo di tempo necessario a raccogliere i dati previsti. Il monitoraggio oltre a
fornire informazioni legate ad agenti inquinanti, intesi come fattori di disturbo in grado di condizionare situazioni normali,
sara in futuro sempre piu utilizzato come strumento fondamentale per la valutazione degli adattamenti della natura ai
cambiamenti climatici rapidi e dei tentativi adottati dall’'uomo al fine di attenuare questi effetti. Sono definiti bioindicatori
gli organismi o i sistemi biologici utilizzati per valutare una modificazione della qualita dell'ambiente, poiché sono
collegati, direttamente o indirettamente, a un fattore, o a un complesso di fattori, le cui variazioni si ripercuotono
sull’organismo stesso, attraverso il quale ¢ possibile rilevarli. Nell’ambito delle azioni volte al monitoraggio di inquinanti
ambientali, gli insetti sono considerati ottimi bioindicatori poiché presenti in quasi tutti gli ecosistemi. Le principali
caratteristiche di un bioindicatore sono infatti: ricchezza e diversita delle specie, facilita di gestione, fedelta ecologica,
fragilita ai piccoli cambiamenti ambientali e buone risposte dell'organismo; la classe degli insetti racchiude tutte queste
caratteristiche. La consapevolezza dei problemi legati all’impatto sul suolo, determinato da inquinamenti o da scavi,
lavori di cantiere in generale e dalle lavorazioni agricole pit 0 meno profonde, ha portato a un crescente interesse nello
studio della pedofauna; la valutazione della qualita biologica del suolo tramite la fauna edafica rappresenta una delle
metodologie maggiormente adottate (92,93). Il suo utilizzo come bioindicatore, nello specifico, ¢ dovuto alla differente
capacita di diversi organismi di adattarsi a condizioni ambientali sfavorevoli o a modifiche indotte da attivita antropiche
(94). Gli organismi della fauna edafica compiono I’intero ciclo vitale nel suolo risultando piu sensibili a fattori di disturbo
rispetto ad altri organismi legati al suolo solo per un breve periodo del loro ciclo vitale; ecco perché possono essere
considerati importanti indicatori della qualita dell’ambiente. Per il monitoraggio del suolo i collemboli sono molto utili
poiché sono molto sensibili ai cambiamenti nel suolo e la riduzione della loro biodiversita ¢ indice di inquinamento da
metalli pesanti, pesticidi nei suoli agricoli e acidificazione dell'acqua del suolo da parte di sostanze organiche inquinanti
e rifiuti (94-96). 11 livello di inquinamento di ambienti acquatici puo essere valutato attraverso il monitoraggio di specie
che colonizzano tali ambienti: le specie dell’ordine Odonata acquatici allo stadio larvale, ad esempio, sono le piu sensibili
al cambiamenti causati al loro habitat, specialmente laghi e paludi (14). Diverse altre specie delle famiglie Gyrinidae,
Dytiscidae, Hydrophilidae (Coleoptera), Notonectidae, Veliidae (Heteroptera) e gli ordini di Plecotteri ed Efemerotteri
colonizzano la maggior parte degli ambienti acquatici durante tutto 1'anno (14). In generale, nell’inquinamento
ambientale, le api sono considerate uno dei bioindicatori piu versatili ed efficienti e sono utilizzate per monitorare metalli
in tracce negli ambienti urbani, la radioattivita e gli effetti di pesticidi ed erbicidi, rifiuti industriali e inquinanti (96).
Anche i lepidotteri sono utilizzati come indicatori di inquinamento ambientale da metalli pesanti e anidride carbonica
(concentrazione di CO2) in luoghi vicini a zone industriali aree e anche all'interno delle aree urbane (1). La presenza e
gli effetti di alcuni metalli pesanti presenti nell’aria sono stati valutati in alcune specie di lepidotteri della famiglia
Eriocraniidae (97), e larve di lepidotteri della famiglia Nymphalidae che si nutrono di piante esposte ad alte
concentrazioni di CO2 (98). Ambienti con elevate concentrazioni di CO2 possono alterare la fisiologia delle piante
riflettendosi sugli insetti fitofagi, in particolar modo rallentandone lo sviluppo (98). Attraverso studi demografici,
comportamentali, sulla tassonomia e sulla fisiologia degli insetti e piu in generale degli artropodi, ¢ possibile stimare le
alterazioni ambientali e I’incidenza di inquinanti ambientali, tra cui pesticidi, metalli pesanti e inquinanti da petrolio,
presenti al momento della verifica. Gli insetti, inoltre, possono essere utilizzati come organismi modello, in alternativa a
quelli mammiferi, per screening preliminari volti a testare la tossicita di sostanze inquinanti. E stato dimostrato, infatti,
che gli insetti mostrano un elevato grado di conservazione di alcune vie metaboliche e un elevato grado di similarita con
il genoma umano (99-102). Pertanto, ¢ possibile utilizzare gli insetti per studi in vivo, ex vivo e in vitro per poi trasporre
i risultati ottenuti in modelli mammiferi.

Obiettivi e Metodologie

1) Valutazione della qualita del suolo di specifiche aree individuate dalla Regione Basilicata mediante determinazione
dell’indice di qualita biologica del suolo (QBS-ar). L’indice di qualita biologica del suolo basandosi sul concetto di
ecomorfologia, ovvero sull’insieme di organismi che presentano modificazioni morfologiche finalizzate ad adattarsi
all’ambiente in cui vivono (103) ¢ in grado di fornire informazioni sintetiche riguardanti le comunita edafiche e il loro
grado di biodiversita, a prescindere dall’identificazione tassonomica a livello di specie. La metodologia di
applicazione del QBS-ar prevede le seguenti fasi: prelievo del campione di suolo costituito da 3 zolle di terreno di 10
x 10 x 10 cm ciascuna; Estrazione dinamica dei microartropodi edafici tramite un selettore Berlese-Tiillgren;
Determinazione delle forme biologiche allo stereomicroscopio a basso ingrandimento (10-80 X); Calcolo del valore
finale del QBS-ar. Il selettore di Berlese-Ttillgren sfrutta i tropismi verticali della fauna edafica in relazione all'umidita
del suolo. L'evaporazione dell'acqua contenuta nel suolo avviene grazie al calore generato da una lampadina a
incandescenza posta a circa 20 cm sopra il campione. Il progressivo disseccamento e I’illuminazione del terreno
forzano gli organismi edafici a spostarsi sempre piu in basso, fino a cadere nel liquido fissatore (soluzione di alcol
etilico e glicerina), che verra poi analizzato allo stereomicroscopio. Il valore finale dell’indice QBS-ar ¢ calcolato
considerando tutti i gruppi rilevati in almeno uno dei tre campioni di terreno. Se in un gruppo sono presenti piu forme
biologiche, per la sommatoria si utilizza il massimo valore EMI (Indice Ecomorfologico) ottenuto (QBS-max). Il
valore EMI ¢ un punteggio compreso tra 1 e 20, in relazione al grado di adattamento della fauna edafica al suolo ed ¢
valutato secondo i seguenti parametri: miniaturizzazione del corpo; Riduzione della pigmentazione; Riduzione della




lunghezza delle appendici, fino alla loro degradazione o sparizione; Riduzione degli apparati visivi fino all’anoftalmia;
Presenza di chemiorecettori e/o idrorecettori.

2) Valutazione dei potenziali effetti di inquinanti o contaminanti di aria, suolo e acqua in vivo su insetti modello. Alcune
tra le principali sostanze inquinanti saranno miscelate alla dieta (somministrazione orale) e per iniezione diretta nella
cavita emocelica delle larve di insetti modello (es insetti appartenenti all’ordine dei Lepidotteri e Ditteri), a diversa
concentrazione e a diversi stadi di sviluppo. La somministrazione orale consentira di simulare in vivo I’ingestione
degli inquinanti presenti nell’ambiente, valutando anche la dose minima ingerita per ottenere gli effetti indesiderati.
L'iniezione nella cavita emocelica larvale fornira indicazioni dirette sugli effetti degli inquinanti in esame senza alcuna
interferenza da parte di fattori esterni o processi digestivi. Gli effetti saranno valutati sul tempo di sviluppo larvale,
sulla dimensione e mortalita delle larve, sulla fertilita e fecondita degli adulti e sulla mortalita degli adulti.

3) Valutazione in vivo, ex vivo o in vitro degli effetti tossicologici degli inquinanti su insetti quali organismi modello.

3.1 Sara studiato lo sviluppo neurendocrino di insetti modello, con particolare attenzione alle vie metaboliche
coinvolte nello sviluppo post-embrionale e come queste siano interferite dalla presenza di inquinanti. Saranno
oggetto di studio le risposte a diversi fattori di stress e inquinanti ambientali con valutazione delle alterazioni
di tali pathway cellulari e dei loro prodotti finali, tra cui ormoni. Sara valutato, mediante metodo
spettrofotometrico, lo stress ossidativo provocato dagli inquinanti misurando la malondialdeide, il contenuto
di proteine carboniliche, entrambi biomarcatori di stress ossidativo, e l'attivita del glutatione S-transferasi,
enzima detossificante che agisce nella prevenzione del danno ossidativo (104). Sara valutata, mediante metodo
spettrofotometrico, 1’attivita dell’acetilcolinesterasi, fortemente inibita dagli organofosfati e dai carbammati
presenti nei pesticidi (105).

3.2 Saranno valutati i livelli di espressione di geni coinvolti nella risposta immunitaria e di geni coinvolti nella
risposta al danno ossidativo indotto da inquinanti ambientali mediante qPCR (superossido dismutasi, catalasi,
glutathione S-transferasi, B-glucosidasi, polifenolossidasi, perossidasi) (106,107). Tale valutazione sara
effettuata sia in vivo sugli insetti, che ex vivo o in vitro su cellule o linee cellulari di insetto.

3.3 Saranno valutate le alterazioni strutturali e funzionali indotte da contaminanti ambientali ex vivo o in vitro su
cellule o linee cellulari di insetto. Lo studio sara effettuato tramite osservazioni al microscopio in cui sara
possibile visualizzare la vitalita cellulare (colorazione con Trypan blu e conta cellulare) e la presenza di cellule
apoptotiche (colorazione Tunel), 1’acidificazione del citoplasma (colorazione May Grunwald—Giemsa), la
presenza di specie reattive dell’ossigeno (ROS) (colorazione con H2DCFDA) e danni al citoscheletro (108).

Risultati attesi

Lo svolgimento delle attivita previste dal progetto consentira di: 1) ottenere dati sull’effetto degli inquinanti in situ
valutando gli effetti direttamente sulle specie presenti nei siti di interesse e sullo stato di salute dell’ambiente stesso. Lo
stato di salute ambientale ¢ strettamente legato allo stato di salute degli elementi che lo compongono, pertanto la
valutazione del benessere della fauna (inclusi gli insetti) puo fornire importanti indicazioni sullo stato di benessere
dell’uomo, consentendo di intervenire in maniera precoce sui fenomeni (e sugli inquinanti) che causano maggiori rischi
per ’ambiente e per la salute umana e animale, in un approccio one health; 2) Stabilire una relazione causa-effetto tra la
presenza di determinati fattori ambientali e le alterazioni fisiologiche osservate; 3) Sviluppare metodiche di analisi su
modelli alternativi per la sperimentazione in fase preliminare di inquinanti ambientali (metalli pesanti, inquinanti da
petrolio ecc); 4) Sviluppare un sistema di controllo indiretto dello stato qualitativo delle matrici ambientali (aria, acqua e
suolo) al fine di fornire indicazioni quantitative che siano di supporto a chi € preposto a programmare, progettare e
realizzare gli interventi necessari a contenere la diffusione degli inquinanti e/o a ridurne la presenza a valori che non
determinino rischi per la salute umana e per I’ecosistema.

Responsabili: Prof.ssa P. Falabella, Dott.ssa R. Salvia

TASK 2.3 Biomonitoraggio delle comunita microbiche di specifiche aree del territorio lucano.

Background

Le comunita microbiche giocano un ruolo importante nella qualita e funzionalita di molti ecosistemi. Il suolo, per
esempio, ¢ un’importante riserva di microrganismi (es. batteri, protozoi, attinomiceti, funghi; 1 g di suolo contiene
miliardi di cellule) caratterizzati da un’elevata diversita tassonomica (in termini di gruppi microbici e specie) e funzionale
(capacita metaboliche, interazioni tra gruppi microbici e organismi superiori). Le comunita microbiche del suolo, grazie
alla loro versatilita, svolgono funzioni importanti nei cicli biogeochimici, nella decomposizione della sostanza organica,
nella regolazione degli scambi gassosi e della disponibilita di nutrienti per piante e animali, nel mantenimento della
struttura e della fertilita, nel bio-risanamento (decontaminazione di suoli e falde acquifere da composti tossici), nella lotta
biologia per il controllo di microrganismi patogeni e infestanti (109). Anche negli ambienti acquatici, i microrganismi
possono svolgere diverse funzioni (es. fotosintesi, mineralizzazione della sostanza organica, regolazione della
disponibilita di nutrienti), alcune delle quali sono importanti per la sopravvivenza della fauna ittica. L’effetto
dell’antropizzazione (es. urbanizzazione, attivita industriali, utilizzo di composti chimici in agricoltura, scarso recupero




degli inquinanti, aumento della popolazione), tuttavia, puo influenzare la qualita di un ecosistema e alterare, di
conseguenza, la diversita e la funzionalita del suo microbiota (110,111). Pertanto, lo studio delle comunita microbiche
(in termini di struttura e attivita metaboliche) ¢ cruciale per determinare lo stato di salute di un ecosistema e per
individuare bio-marcatori utili per la stima e il monitoraggio di potenziali fattori inquinanti (112) e, quindi, per la
sostenibilita ambientale e per la salute umana.

Obiettivi

1) applicazione di approcci “omici’(analisi metatassonomiche, metatrascrittomiche, metaboliche) per valutare la
complessita strutturale e la diversita funzionale delle comunita microbiche degli ecosistemi selezionati;

2) Comprensione delle relazioni tra i cambiamenti delle comunita microbiche e la presenza di potenziali fattori
inquinanti;

3) Comprensione delle relazioni tra le funzionalita metaboliche delle comunita microbiche e la qualita dell’ecosistema;
capacita delle comunita microbiche di ripristinare I’equilibrio dell’ecosistema in seguito ad uno stress antropico.

4) Individuazione di bio-marcatori (es. gruppi microbici, geni microbici) per il monitoraggio della qualita
dell’ecosistema;

5) Sviluppo di approcci biotecnologici per il mantenimento della sostenibilita ambientale e della salute umana.

Metodologie

Campionamento. I campioni di diverse matrici ambientali saranno prelevati in tutti gli areali individuati nel progetto. I
siti di campionamento saranno accuratamente selezionati sulla base dei dati ambientali ed epidemiologici gia a
disposizione della Regione Basilicata (per gli aspetti della letteratura scientifica gid nota e per quelli individuati
contestualmente agli studi ambientali del Progetto LucAS), e la modalita di campionamento garantira la rappresentativita
dell’ecosistema oggetto di analisi. I campionamenti saranno effettuati almeno 2 volte I’anno per valutare anche 1’effetto
della stagionalita (es. clima, precipitazioni atmosferiche) sui cambiamenti del microbiota. Studio della diversita
tassonomica del microbiota di matrici ambientali. La diversita tassonomica sara valutata (sull’intero DNA estratto dai
campioni) mediante un approccio di sequenziamento massimo ad alto rendimento (Amplicon-Targeted High
ThroughputSequencing, AT-HTS), utilizzando come sequenze target i marcatori molecolari 16S rRNA e 18S rRNA/ITS,
rispettivamente, per la componente procariote ed eucariote del microbiota. Saranno ottimizzate le pipeline per 1’analisi
bioinformatica, al fine di aumentare il potere risolutivo dell’analisi e definire la struttura delle comunita microbiche.
L’identificazione tassonomica e la bio-tipizzazione dei microrganismi coltivabili, isolati dalle varie aree di interesse, sara
invece effettuato mediante spettrometria di massa, utilizzando 1’approccio MALDI-ToF/MS (Matrix-assisted laser
desorptionionization-time-of-flight/mass spectrometry), ormai diffuso in molti studi di ecologia microbica (113) per i
costi contenuti e I’elevato potere discriminante. Questa fase consentira di: caratterizzare a livello tassonomico le comunita
microbiche presenti negli ecosistemi degli areali potenzialmente inquinati, correlare la composizione e il dinamismo del
microbiota con i fattori dell’inquinamento, individuazione gruppi microbici da utilizzare come bio-target per la
determinazione della qualita dell’ecosistema. Studio della funzionalita delle comunita microbiche di matrici ambientali.
Per valutare la frazione attiva e vitale del microbiota, e quindi la funzionalita dei vari gruppi microbici, sara utilizzato
sara utilizzato un approccio meta-trascrittomico, basato sul sequenziamento massivo dell’intero RNA estratto dai
campioni (mMRNA, RNA-sequencing). L’annotazione funzionale delle sequenze e I’analisi dell’abbondanza dei trascritti
consentiranno di valutare I’espressione e la regolazione dei geni in risposta a determinate condizioni ambientali.

Il profilo del metatrascrittoma consentira di: correlare la struttura tassonomica e le funzionalita metaboliche del
microbiota, evidenziare I’attivazione di pathway metabolici possibilmente connessi ai potenziali inquinanti (es.
degradazione di idrocarburi, assimilazione di metalli pesanti), valutare la relazione tra funzionalitd metaboliche ed
evoluzione delle comunita microbiche. Individuazione e utilizzo di geni target per valutare la qualita dei campioni.
L’analisi metatrascrittomica consentira di individuare geni microbici specificatamente espressi e regolati in risposta ai
potenziali inquinanti. Questi dati saranno utilizzati per ottimizzare saggi di Real Time-qPCR utilizzando come target geni
legati a specifiche attivita metaboliche (geni funzionali per i processi di un determinato ecosistema). Lo sviluppo di
protocolli di RT-qPCR basati sull’analisi di geni funzionali selezionati consentira di avere uno strumento rapido ed
efficace per stimare i cambiamenti degli ecosistemi in risposta a potenziali fattori inquinanti. Caratterizzazione del profilo
metabolico delle comunita microbiche. Lo studio del profilo fisiologico (phenotype fingerprinting) delle comunita
microbiche sara valutato mediante 1’approccio meta-fenomico noto come Community-Level PhysiologicalProfiling
(CLPP; 114). Nello specifico, saranno utilizzati microarray fenotipici (es. Biolog® EcoPlates) per valutare la capacita
delle comunita microbiche di utilizzare substrati di interesse (es., carboidrati, polimeri complessi, acidi carbossilici,
chetonici, amine, aminoacidi), e individuare cambiamenti nelle attivitd metaboliche in risposta ai fattori ambientali. Le
funzionalita delle comunita microbiche saranno correlate con i dati meta-tassonomici e meta-trascrittomici, nonché con
1 parametri chimico-fisici e biochimici dei campioni considerati.

Risultati attesi

Lo svolgimento delle suddette attivita consentira di ottenere:

1) informazioni complete (a livello ecologico, tassonomico e funzionale) sulle comunita microbiche presenti nelle aree
di interesse;




2) Ottenere modelli di comunita microbiche correlate ad ecosistemi “sani” e “inquinati” al fine di trasferire conoscenze
utili per le azioni di bonifica, recupero e mantenimento della qualita del territorio;

3) Bio-marcatori (gruppi microbici, geni microbici funzionali) per il monitoraggio rapido di potenziali inquinanti, al fine
di prevenire o contenere danni (sia al territorio che alla popolazione) ad essi associati:

4) L’implementazione di un laboratorio di ecologia microbica per il monitoraggio della qualita dei vari ecosistemi, che
possa supportare strategie biotecnologiche per il ripristino e la valorizzazione del territorio.

Responsabili: Prof.ssa M.G. Buonomo, Prof. G. Salzano, Prof.ssa T. Zotta,

WP3 TITOLO E SINTESI DEGLI OBIETTIVI: APPROCCIO “ANALISI SENSORIALE”.

Responsabile scientifico: Prof.ssa Fernanda Galgano, Dipartimento di Scienze Agrarie, Forestali, Alimentari ed
Ambientali (DAFE)
Universita della Basilicata (UniBas)

Obiettivi specifici:
Obj5: Analisi delle alterazioni sensoriali come indicatori di tossicita ambientale.

Milestones:
- Analisi delle alterazioni sensoriali come indicatori di tossicita ambientale;

Deliverables (vedi anche paragrafo 3- Impatto):
- Implementazione del quadro diagnostico epidemiologico sul potenziale impatto dell’inquinamento ambientale
sulla salute umana nel territorio lucano.

Indicatori di progresso
Impiego di parametri specifici, relativi alle alterazioni sensoriali, per la mappatura della ricaduta della tossicita ambientale
sul territorio lucano

DIPARTIMENTI E PERSONALE UNIBAS COINVOLTO:

Dipartimento di Scienze Agrarie, Forestali, Alimentari ed Ambientali (DAFE)
= Prof. Nicola Condelli
= Prof.ssa Fernanda Galgano

INTERAZIONI COLLABORAZIONI CON ALTRI SOGGETTI PARTECIPANTI: Al fine del raggiungimento
degli obiettivi e delle finalita del complessivo Progetto LucAS, saranno promosse collaborazioni con gli eventuali
Enti coinvolti per specifica competenza tematico-scientifica.

I1 WP3 ha I’obiettivo di condurre specificamente la valutazione degli effetti dell’esposizione ad inquinanti derivati dalle
estrazioni petrolifere sulle funzioni sensoriali della popolazione e sul profilo sensoriale di prodotti tipici e non
dell’agroalimentare lucano.

Background

E noto che i metalli pesanti provocano effetti tossici che influiscono negativamente sulla salute umana (115). Sebbene
questi metalli siano presenti in natura e si trovino in bassa quantita in tutta la crosta terrestre, I'esposizione umana
generalmente deriva da attivita antropiche. Il petrolio greggio contiene metalli pesanti e le fuoriuscite di petrolio sono
una fonte di contaminazione degli ambienti acquatici, terrestri nonché dei prodotti alimentari (116). Gli effetti negativi
dei metalli pesanti, soprattutto Ni, V, Pb, Cd, Zn, e Cu sulla salute umana sono molteplici e possono essere imputabili
alla loro ingestione, inalazione o al contatto cutaneo. L'eccessiva esposizione ai metalli pesanti provoca tossicita acuta e
cronica con danni al sistema nervoso centrale, al sangue, ai polmoni, ai reni ed al fegato (117). In aggiunta, 1’esposizione
e I’assunzione di metalli pesanti pud causare una serie di alterazioni sensoriali ¢ chemosensoriali. I meccanismi che
portano alla disfunzione chemiosensoriale, imputabile agli inquinanti ambientali, coinvolgono principalmente lo stress
ossidativo, I’infiammazione e I’apoptosi, oltre a meccanismi sensoriali specifici che interessano la trasduzione del segnale
olfattivo e modulatorio correlati al funzionamento olfattivo (118). Nello specifico, i metalli pesanti possono andare a
bloccare i canali ionici (es. canali Na* e Ca?"), che svolgono ruoli fondamentali nella comunicazione neurale del sistema
nervoso centrale e chemiosensoriale (119). Gli studi di settore si sono concentrati sulla relazione esistente tra
I’esposizione occupazionale ai metalli pesanti e le alterazioni delle percezioni chemosensoriali (120). Tuttavia, ¢ stata




poco indagata I’associazione tra 1'esposizione ai metalli pesanti, dovuta al possibile inquinamento delle aree interessate
dalle estrazioni petrolifere, e la disfunzione del senso del gusto e dell'olfatto (121). In aggiunta, la correlazione tra
inquinamento ambientale da metalli pesanti e presenza degli stessi nei prodotti alimentari ¢ nota ormai da anni ed ¢ stata
recentemente oggetto di revisione (122). Come gia riportato, il suolo puod essere notevolmente perturbato da metalli
pesanti provenienti da attivita antropiche e la principale fonte di esposizione umana agli stessi ¢ da ricercarsi in prodotti
di origine vegetale coltivati su terreni inquinati (123). Quando si verifica un’esposizione degli alimenti a prodotti
petrolchimici, la qualita sensoriale (in termini di gusto, odore e aspetto) puo essere inficiata. Talvolta pud accadere che
campioni potenzialmente inquinati superano i test chimico-analitici standard (ovvero i livelli dei contaminanti sono
inferiori ai limiti consentiti), ma risultano caratterizzati dalla presenza di off-odours e off-flavours. Negli ultimi anni si
sta dando sempre piu importanza alle scienze sensoriali come metodo per valutare I’impatto delle attivita antropiche sulle
caratteristiche sensoriali dei prodotti alimentari, in quanto mediante i propri sensi I’'uomo puo percepire la presenza di
sostanze estranee (124). In Lucania, I’area di estrazione petrolifera della Valle dell’ Agri ¢ caratterizzata da una consistente
attivita agricola. In particolare, in questa area vi ¢ la produzione di prodotti tipici quali il canestrato di Moliterno, i fagioli
di Sarconi e il peperone di Senise nonché di prodotti agroalimentari tradizionali come il miele lucano. Nei pressi dell’area
industriale di Viggiano sono presenti anche attivita intensive di produzione di erba medica, fieno e insilato di mais per
I’allevamento di vacche e ovicaprini. Molto intensa ¢ la produzione di latte vaccino destinato al mercato nazionale. Alla
luce di cio, risulta di interesse valutare le caratteristiche sensoriali specifiche dei prodotti alimentari coltivati e ottenuti
nelle aree soggette ad estrazioni (con livelli di inquinanti inferiori ai limiti consentiti).

Obiettivi

L’obiettivo dello studio si articola in due parti: da un lato la valutazione degli effetti dell’esposizione ad inquinanti derivati
dalle estrazioni petrolifere, in particolare metalli pesanti, sulle funzioni sensoriali della popolazione e dall’altro la
valutazione del potenziale effetto di inquinanti (con livelli inferiori ai limiti consentiti) sul profilo sensoriale di prodotti
tipici e non dell’agroalimentare lucano.

Metodologie analitiche utilizzate dal gruppo proponente e applicate anche per le attivita di ricerca

Valutazione della funzionalita di gusto e olfatto. Un campione di popolazione rappresentativo dei residenti nelle
specifiche aree geografiche individuate dal Progetto e di tutti gli abitanti della Basilicata sara coinvolto nello studio. Tutte
le aree da cui provengono i soggetti coinvolti dovranno essere oggetto del monitoraggio ambientale. A tutti i soggetti
coinvolti nello studio verranno somministrati dei questionari finalizzati alla raccolta di informazioni relative a variabili
socio-demografiche, antropometriche e di salute fisica (125). Nei questionari, saranno inclusi quesiti relativi agli odori
percepiti ed eventuali disfunzioni del gusto (126). La funzionalita o disfunzionalita dell’olfatto dei partecipanti allo studio
verra valutata attraverso test di identificazione dell’odore basati sull’impiego di odori microincapsulati (125). I test
relativi al gusto saranno effettuati attraverso la somministrazione di diverse concentrazioni di standard in grado di
simulare i gusti fondamentali (amaro, acido, dolce, salato ed umami). Inoltre, potranno essere valutate le differenze
individuali in risposta ai gusti fondamentali e alle sensazioni chemoestetiche e tattili all’astringenza e alla piccantezza
attraverso I’impiego di concentrazioni fisse di standard e I’impiego della scala gLMS (generalized Labeled Magnitude
Scale) (125,126).

Analisi quantitativa descrittiva. Campioni di prodotti alimentari dalle aree prese in esame dal progetto, in particolare

formaggio miele e prodotti ortofrutticoli saranno oggetto di test di analisi sensoriale. Prerequisito alla selezione dei
campioni da somministrare durante i test sara la salubrita dei prodotti, che conteranno un livello di contaminanti al di
sotto della soglia consentita per legge (Reg. CE 1881/2006).
Il profilo sensoriale di prodotti alimentari derivanti dalle aree prese in esame verra valutato attraverso I’impiego di test
descrittivi. Verra reclutato un panel di giudici che saranno addestrati al riconoscimento e identificazione dei descrittori
caratteristici dell’alimento in valutazione, ma anche di quei descrittori prettamente legati alla presenza di inquinanti
ambientali (127). Terminata la fase di addestramento, ai giudici verra chiesto di indicare I’intensita del descrittore
percepito ed anche di esprimere un giudizio di gradimento, mediante scala lineare a 9 punti. Il profilo descrittivo ottenuto,
espresso mediante 1’utilizzo di spider plot, verra confrontato con quello relativo al campione controllo. Il campione di
controllo verra selezionato in base ai risultati emersi dal monitoraggio ambientale, ovvero scegliendo quello con il piu
basso livello di contaminanti ambientali.

Risultati attesi

I dati raccolti attraverso questo studio potranno fornire un quadro relativo alle disfunzioni di gusto e olfatto della
popolazione lucana, valutandone la correlazione con la presenza di inquinanti ambientali causati da attivita estrattive di
petrolio, di lavorazione dei metalli, dalla presenza di impianti di depurazione o presenza naturale di amianto. Gusto ¢
olfatto rappresentano sensi fondamentali per la qualita della vita dell’individuo. Questi permettono la percezione del
flavour di alimenti e bevande, guidano ’assunzione degli alimenti e non di minore importanza avvertono della presenza
di pericoli ambientali quali prodotti alimentari degradati, perdite di gas, presenza di fumo o specifici inquinanti
ambientali. I risultati emersi dai test descrittivi di analisi sensoriale permetteranno di evidenziare se la presenza di piu
elevati valori di inquinanti causano un cambiamento nel profilo sensoriale dei prodotti alimentari valutati. Inoltre, sara
possibile valutare se vi sono possibili correlazioni tra punteggio di gradimento e intensita di quei descrittori, considerati




off-odour e off-flavour, associati alla presenza di contaminanti nell’alimento valutato. I dati ottenuti consentiranno di
completare il quadro informativo sugli effetti delle attivita antropiche oggetto di indagine per una valutazione a 360°
degli effetti sulle produzioni alimentari e sulla salute umana dovuti all’assunzione di alimenti contaminati.
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3. IMPATTO

Risultati attesi per il WP1

Lo studio, negli obiettivi del WP1, potra auspicabilmente correlare 1’esposizione cronica della popolazione lucana ai
determinanti dell’inquinamento ambientale all’eventuale determinismo eziopatogenetico di malattie emergenti sul
territorio lucano, monitorarne 1’andamento e, potenzialmente, ottimizzare le potenziali ed occorrenti terapie specifiche. In
particolare, saranno valutati aspetti eziopatogenetici di malattie immuno-mediate, cardiovascolari, oncologiche, da danno
genetico, molecolare e cellulare, da stress ossidativo, da alterazione biochimiche, enzimatiche e metaboliche, da disfunzioni
del microbiota intestinale. Inoltre, lo studio potra fornire informazioni circa gli esiti del monitoraggio in merito
all’osservazione di specifici biomarcatori cellulari e molecolari, in grado di rappresentare elementi cognitivi per
I’ottimizzazione delle tecniche diagnostiche da implementare nella sorveglianza attiva della medicina territoriale specifica
delle aree individuate nel progetto. Infine, il WP1 intende realizzare un’attenta valutazione del potenziale effetto
cancerogeno e mutageno, oltre che della tossicita cellulare e molecolare, degli inquinanti ambientali rivenienti dal dato
epidemiologico-statistico sul territorio lucano su modelli cellulari ¢ molecolari mediante valutazione dei meccanismi
coinvolti nella loro patogenesi. Cio permettera di valutare ed identificare anche la dose di agente inquinante potenzialmente
tossico in seguito ad esposizione a breve e lungo termine dello stesso.

Pertanto, il WP1 potra auspicabilmente contribuire:
1) A correlare le patologie emergenti nelle specifiche aree di interesse (come definite nel documento di indirizzo della
Regione Basilicata) alle possibili eziopatogenesi ed alla presenza di biomarcatori riconducibili all’esposoma;
2) A correlare i determinanti ambientali derivati da attivita antropiche ed emergenza di patologie cronico-degenerative
nelle suddette aree di interesse;
3) Al perfezionamento diagnostico, prognostico e di applicazione terapeutica sui dati analitici emergenti dallo studio
LucAS e nella complessiva attuazione del progetto, congiuntamente agli Enti coinvolti;
4) All’analisi epidemiologica geografica, nella complessiva attuazione del progetto e congiuntamente agli Enti coinvolti;
5) All’analisi epidemiologica molecolare, nella complessiva attuazione del progetto e congiuntamente agli Enti
coinvolti.

Risultati attesi per il WP2

IL WP2 ha I’obiettivo di condurre valutazioni ed analisi su alcuni animali da allevamento residenti nel territorio lucano,
sugli insetti e sui microbi del suolo, quale approccio di studio sull’impatto dei determinanti ambientali di inquinamento
nell’ecosistema lucano complessivamente inteso. In particolare, nelle specifiche aree di interesse individuate dal progetto
LucAS, lo studio effettuera: 1) la valutazione immunoepidemiologica di malattie infettive di animali da allevamento (ovi-
caprini); 2) il Biomonitoraggio dell’artropodofauna; 3) Il Biomonitoraggio delle specie microbiche del suolo. In tali ambiti,
I risultati sperimentali potrebbero essere utili per evidenziare gli effetti di ambienti inquinati sulla salute umana in un
approccio “One health nell’intento di evincere, al di la di eventuali effetti diretti sul benessere, la risposta biologica ed il
grado di resilienza degli organismi coinvolti agli insulti inquinanti accertati nelle specifiche aree di interesse.

Pertanto, il WP2 potra auspicabilmente contribuire:




1) a studiare la biodiversita come biomarcatore della salute e I’approccio “one health”, come valutazione dell’impatto
degli inquinanti ambientali;

2) Al perfezionamento diagnostico, prognostico e di applicazione terapeutica sui dati analitici emergenti dallo studio
LucAS e nella complessiva attuazione del progetto, congiuntamente agli Enti coinvolti;

3) All’analisi epidemiologica geografica, nella complessiva attuazione del progetto e congiuntamente agli Enti coinvolti;

4) All’analisi epidemiologica molecolare, nella complessiva attuazione del progetto e congiuntamente agli Enti
coinvolti.

Risultati attesi per il WP3

Le attivita previste dal WP3 potranno fornire un quadro relativo alle disfunzioni di gusto e olfatto della popolazione lucana,
valutandone la correlazione con la presenza di inquinanti ambientali causati da attivita estrattive di petrolio, di lavorazione
dei metalli, dalla presenza di impianti di depurazione o presenza naturale di amianto. I dati ottenuti consentiranno di
completare il quadro informativo sugli effetti delle attivita antropiche oggetto di indagine per una valutazione a 360° degli
effetti sulle produzioni alimentari e sulla salute umana dovuti all’assunzione di alimenti contaminati.

Pertanto, il WP3 potra auspicabilmente contribuire:

1) ad analizzare le alterazioni sensoriali come indicatori di tossicita ambientale;

2) Al perfezionamento diagnostico, prognostico e di applicazione terapeutica sui dati analitici emergenti dallo studio
LucAS e nella complessiva attuazione del progetto, congiuntamente agli Enti coinvolti;

3) All’analisi epidemiologica geografica, nella complessiva attuazione del progetto e congiuntamente agli Enti
coinvolti;

4) All’analisi epidemiologica molecolare, nella complessiva attuazione del progetto e congiuntamente agli Enti
coinvolti.

Finalita complessive per ’insieme dei WP.

Le attivita complessive dei WP1,2,3 saranno volte a concorrere alle finalita progettuali LucAS di:

a. Realizzare un Polo di Ricerca, “diffuso” sul territorio regionale, e di Formazione Professionale dotato di aule
multimediali, di ambulatori specialistici, ¢ laboratori Clinici, Chimici, Biotecnologici ¢ Eco-Tossicologici
all’avanguardia tecnico scientifica, nella complessiva attuazione del progetto e congiuntamente agli Enti coinvolti;

b. Promuovere, congiuntamente agli Enti coinvolti nell’attuazione del progetto, un sistema che consenta di migliorare,
nel tempo, il livello di conoscenza degli impatti e dei rischi sulla componente Salute connessi alle dinamiche dello
stato ambientale di riferimento;

c. Condividere, congiuntamente agli Enti coinvolti nell’attuazione del progetto, le azioni di governance finalizzate al
miglioramento e le performances di sostenibilita ambientale e di benessere delle comunita;

d. Contribuire, congiuntamente agli Enti coinvolti nell’attuazione del progetto, a realizzare strumenti di governance
territoriali, includendo gli stakeholder istituzionali (scientifici, tecnici, amministrativi) e sociali (imprese, cittadini,
associazioni) della Regione Basilicata;

4. RISCHI

Identificare i possibili rischi cui il progetto potrebbe incorrere nel corso della sua implementazione:
Alto turnover del personale specializzato

Riduzione del capitale umano

Difficolta organizzative imputabili al difficile reperimento delle competenze necessarie
Resistenze esterne all’organizzazione

Difficolta di comunicazione con gli stakeholder

Servizi di supporto non all’altezza delle esigenze

Soggetto attuatore con risorse tecnologiche e umane non adeguate al progetto
Instabilita politica

Ritardo nell’avvio dei programmi attuativi

Altro: non completamento della fase ricognitiva sul dato sanitario emergente sui territori
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PARTE C

STUDIO SUMARCATORI PROGNOSTICO-DIAGNOSTICO E DI

WP1 ANDAMENTO DI MALATTIA IN CAMPIONI DELLA
POPOLAZIONE LUCANA
T1.1 | Marcatori di risposta immune e di immuno-regolazione
T1.2 | Biomarcatoridell immunometabolismo
Profilo di tossicita funzionale dei contaminanti ambientali identificati su
T1.3 - C .
cellule endoteliali, cellule del sangue e vasi isolati
Approcci di esposomica per la definizione di nuovi marker prognostici e
T1.4 | diagnostici associabili al rischio di patologie oncologiche del tratto gastro-
intestinale
T1.5 | Individuazione di potenziali marcatori di cardiotossicita
716 Monitoraggio e prevenzione dei processi di citotossicita e di carcinogenesi in
) cellule polmonari ed intestinali indotti dall’inquinamento ambientale
T1.7 | Microbiotaintestinale
T1.8 | Marcatori genomici
T1.9 | Marcatoridi danno cellulare
Rivalutazione del rischio sulla salute umana di sostanze inquinanti presenti
T1.10 L L o
nei siti industriali della Basilicata
T1.11 | Profiliproteolitici
WP2 APPROCCIO “ONE HEALTH”
1 Immuno epidemiologia e malattie infettive degli animali domestici in aree ad
) elevata attivita antropica industriale della Basilicata
722 Biomonitoraggio della artropodofauna di specifiche aree del territorio
’ lucano
723 Biomonitoraggio delle comunita microbiche di specifiche aree del territorio
’ lucano
WP3 APPROCCIO “ANALISISENSORIALE

13.1

Analisi sensoriale









