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1. CAPITOLO 1 — Introduzione

1.1 - Epidemiologia dei tumori del colon-retto

I carcinoma colorettale ¢ “una neoplasia maligna epiteliale ad abito ghiandolare, infiltrante il
colon-retto, con possibilita di estensione oltre I’organo” ! e comprende i tumori del colon, del
retto, della giunzione retto-sigmoidea e dell'ano.

I1 CCR si classifica terzo tra i tumori piu comunemente diagnosticati in tutto il mondo, colpendo
circa 1.23 milioni di persone ogni anno?, nel 2018 sono stati diagnosticati 1.849.158 nuovi casi

e sono stati stimati 880 792 decessi.

Il cancro del colo-retto (CCR) rappresenta la seconda cause di morte per tumore nei paesi
occidentali sia per gli uomini che per le donne; in Europa costituisce il secondo tumore maligno
nella donna per incidenza, dopo quello della mammella, e il terzo, dopo quello del polmone e
della prostata, nell’'uomo. I paesi con piu alto tasso di mortalita risultano essere Germania,
Francia e il Regno Unito.?

I dati epidemiologici europei relativi al 2018 forniti da IARC dimostrano 530.611 nuovi casi e
I’American Cancer Society lo ha classificato come il terzo piu comune tipo di cancro
diagnosticato negli USA, con diagnosticati oltre 51.000 nuovi casi.

In Italia nel 2018 sono stati diagnosticati oltre 51.000 nuovi casi di carcinoma del colon-retto,
nel 2017 circa 53000 nuovi casi (30000 nei maschi e 23000 nelle femmine), posizionandosi al
secondo posto sia nella popolazione femminile (13%, dopo 1 tumori della mammella) che in
quella maschile (16%, dopo i tumori della prostata).*

I1 grosso incremento di incidenza della malattia, che nel 1950 era definita come rara, deriva da
diverse cause: invecchiamento della popolazione, fumo di tabacco, scarsa attivita fisica, obesita
e preponderanza di errate abitudini alimentari. Anche in alcune sindromi neoplastiche familiari
¢ evidente I’incremento del tasso di incidenza della malattia, infatti ¢ oggi la manifestazione
predominante della sindrome di Lynch (una tipologia ereditaria di neoplasia del colon di tipo
non polipoide), mentre nel passato 1 portatori di questa sindrome erano prevalentemente colpiti
da neoplasia gastrica.>®’

I tassi d’incidenza di CCR sono simili negli uomini e nelle donne fino a circa 45 anni,
successivamente per i maschi raggiungono valori piu elevati rispetto a quelli delle femmine.
Secondo le stime del GCO (Global Cancer Observatory)?, il CCR inizia ad assumere un ruolo

rilevante intorno ai 49 anni.



L’incidenza del CCR aumenta progressivamente all’aumentare dell’eta: il 6-8% dei casi viene
diagnosticato in persone con meno di 40 anni, mentre il 90% dei casi viene diagnosticato in
individui con eta superiore ai 55 anni, nei quali il carcinoma ¢ localizzata soprattutto a livello
del sigma e del retto.

In eta compresa tra i 30 ed i 50 anni vengono diagnosticati 50 casi di CCR ogni 100.000
abitanti/anno, dato che aumenta fra 50 e 70 anni a 100 ed arriva nelle eta piu avanzate a circa
250. Al momento della diagnosi il 10% dei soggetti ammalati ha un tumore in situ, il 30% ha
diffusione locale, il 30% regionale e un altro 30% ha una localizzazione metastatica.®

In Italia la stima della sopravvivenza relativa (corretta per la quota di mortalita dovuta ad altre
cause) ad uno, tre e cinque anni dalla diagnosi risulta essere del 66%, 52% e 47% per il colon
e del 72%, 51% e 43% per il retto, senza particolari differenze tra uomini e donne.

Le informazioni sull’incidenza e sulla mortalita per CCR in Italia sono disponibili grazie ai
registri di popolazione dei tumori, variamente dislocati sul territorio.

Un confronto geografico indica tassi d’incidenza piu elevati nelle aree del centro-nord rispetto
a quelle meridionali sia per i maschi che per le femmine.

Si evincono anche tassi di incidenza e mortalita lievemente superiori nel sesso femminile
(Figura 1), in cui il CCR, sia primitivo che recidivo, pud assumere particolare gravita nei casi
d’invasione degli organi genitali che comportano la necessita d’interventi chirurgici

impegnativi e con sopravvivenza a 5 anni stimata non superiore al 50%.

FIGURA 1. Tassi di incidenza e mortalita per CCR nel Sud Italia Fonte ITACAN: associazione italiana
registro tumori (European Association for Palliative Care, EAPC)
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In Emilia-Romagna, nel 2016, sono stati stimati 4130 nuovi casi di adenocarcinoma colorettale,
2253 diagnosticati nella popolazione maschile e 1877 nella femminile. Il dato ¢ in linea con i
valori nazionali. Il quadro della mortalita per CCR presenta all’interno della Regione una
discreta variabilita: si passa da 25 decessi ogni 100.000 abitanti a Reggio Emilia ai 46 decessi

di Ferrara (Figura 2). °



FIGURA 2. Tassi di incidenza e mortalitd per CCR nel Sud Italia Fonte ITACAN: associazione italiana
registro tumori (European Association for Palliative Care, EAPC)
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Anche in Emilia-Romagna I’incidenza della neoplasia ¢ strettamente correlata I’eta e prima dei

40 anni non risulta avere alti tassi di incidenza ed & abbastanza raro.'°

Dalla (Tabella 1) si rileva un sostanziale aumento del CCR in entrambi i sessi a partire dai 50

al 69 anni.

Tabella 1: Prime cinque cause di morte oncologica e proporzione sul totale dei decessi per tumore per sesso e

fascia d’eta

Maschi Femmine
(\Qg Eta Eta
® 0-49 50-69 70+ 0-49 50-69 70+
10 Testicolo Prostata Prostata | Mammella | Mammella | Mammella
(12%) (22%) (19%) (41%) (35%) (22%)
20 Melanomi Polmone Polmone Tiroide Colon-retto [Colon-retto
(9%) (14%) (17%) (15%) (11%) (16%)
30 Tiroide Colon-retto Colon-retto| Melanoma Polmone Polmone
(8%) (12%) (14%) (7%) (7%) (8%)
4° LNH Vescica* Vescica* | Colon-retto |Utero corpo| Pancreas
(7%) (11%) (12%) (4%) (7%) (6%)
Vi di ti Ut
go Colon-retto |esa rle. ff: *lve Stomaco cer\Gj'r:e Tiroide Stomaco
uperiori i
(7%) o (5%) ; (5%) (5%)
(5%) (4%)

* Comprende sia tumori infiltranti sia non infiltranti.
** Comprende bocca, lingua, orofaringe, rinofaringe, ipofaringe, faringe NAS, laringe.

Per quanto riguarda I’epidemiologia gli adenomi ad alto rischio (Tabella 2), che sono ormai

riconosciuti come i precursori tumorali del CCR, i dati sono molto piu incerti in quanto la loro



presenza ¢ normalmente asintomatica e si rileva soltanto in occasione di esami endoscopici e,

fino ad oggi, sono state poche le popolazioni asintomatiche sottoposte ad esame endoscopico.

Tabella 2. Definizione di adenoma ad “alto rischio”.

diametro > 10 mm

almeno il 25% di componente villosa

3. displasia di grado elevato (comprendente anche le dizioni di carcinoma intramucoso
o “in situ”

4. cancro invasivo (che ha superato la muscolaris mucosae)

N —

Poiché la storia naturale del CCR ¢ caratterizzata nel 90% dei casi da una lenta progressione
dalla forma pre-maligna di polipo a quella di tumore (Figura 3), quando la diagnosi di CCR
viene effettuata precocemente, la neoplasia del carcinoma del colon-retto si associa ad un tasso
di curabilita di circa il 90%,

E stata pertanto decretata la necessita di sviluppare strategie volte soprattutto a prevenire la
formazione del tumore.

Poiché la prevenzione primaria, basata prevalentemente su misure di igiene alimentare, ¢ di
difficile attuazione, quella di tipo farmacologico non rientra ancora nella pratica clinica, le
ricerche di carattere genetico per individuare i soggetti a rischio sono ancora in fase di studio,
la miglior prevenzione possibile, attualmente, risulta essere quella che viene definita
secondaria.

Quindi un efficiente programma di Screening di popolazione, definita come prevenzione

secondaria, & fortemente auspicabile per prevenire e diminuire le morti ad esso correlate '!:12:13

Figura 3. Progressione dalla forma pre-maligna di polipo a quella di CCR.

A adenoma sessile B adenoma avanzato C carcinoma ulcerato




1.2- Fattori di rischio

Ancora oggi, nonostante I’avvicendarsi di numerosi studi, I’etiologia del carcinoma del colon-
retto risulta essere un’incognita. Circa il 75% dei casi di CCR si manifesta per cause definite
sporadiche, mentre il restante 25% circa ¢ legato a specifici fattori di rischio che caratterizzano
tale patologia (Figura 4). Sono stati individuati diversi fattori di rischio che possono essere

correlati alla sua insorgenza:

1. fattori ambientali;
2. fattori genetici;
3. malattie inflammatorie croniche intestinali;

4. familiarita.

Figura 4. Insorgenza CCR: sporadico 93-95 %:; ereditario 5-6% (FAP, HPNCC), IBD (RCU>MC).

Bsporadico @altro @IBD

1 Fattori ambientali

I fattori ambientali a volte possono esser associati ad un aumentato rischio di CCR, altre volte

sono valutati protettivi nei confronti della neoplasia colorettale.

A- Fattori ambientali associati ad un aumento del rischio di CCR:

Questi fattori sono per la maggior parte di natura alimentare, associati per lo piu alla dieta
occidentale.
Per dieta occidentale si intende una dieta ricca di grassi animali e la dieta ipercalorica che,

secondo alcune ipotesi, stimolerebbero la carcinogenesi in vario modo:
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1. una dieta ricca di grassi stimola la produzione di acido colico, di acidi biliari e
chenodesossicolico che, per opera del microbiota intestinale, diventano rispettivamente
desossicolico e litocolico, che risultano correlati con la carcinogenesi del CCR;'*

2. gli acidi grassi in combinazione con gli acidi biliari sono in grado di stimolare la
divisione delle cellule epiteliali della mucosa del colon'4;

3. T’esposizione delle proteine animali alle alte temperature della cottura induce la
ciclizzazione degli amminoacidi con la formazione di composti ad alto potere
mutageno'>;

4. alcuni acidi grassi risultano essere in grado di attivare il protooncogene RAS attraverso

la via di sintesi del colesterolo.'?

Tra 1 fattori ambientali non alimentari associati ad un aumentato rischio di CCR si includono
I’utilizzo abituale di alcool e il fumo di sigaretta, che sembrerebbe favorire lo sviluppo del
cancro in entrambi i sessi.

Per quanto riguarda 1’utilizzo di alcool il meccanismo di cancerogenesi ¢ legato alla
degradazione dell’alcol in acetaldeide, a sua volta correlata alla degradazione di folati. I folati
sono fondamentali nella sintesi e nella riparazione del DNA, pertanto un loro deficit determina
una ridotta capacita ripartiva e un aumento dei danni del DNA, con conseguente incremento del
rischio di carcinogenesi.'®

Per quanto riguarda 1’assunzione di fumo di sigaretta il meccanismo di cancerogenesi ¢
imputabile al fatto che il sistema circolatorio diffonde anche a livello colico i1 cancerogeni

contenuti nel fumo di sigaretta inducendo infiammazione, mutagenesi e per [’appunto

carcinogenesi.!’

B- Fattori ambientali protettivi per lo sviluppo di CCR

Tra le ipotesi di un ruolo positivo nella prevenzione del CCR vi sono le fibre, 1’olio di pesce, la

vitamina D ed il calcio.

1. Le fibre permetterebbero di aumentare la massa fecale e di diluire le sostanze
cancerogene in un maggior quantitativo di acqua e quindi accelerare il loro transito
intestinale. Le fibre possono anche agire come substrato per la fermentazione batterica
con conseguente incremento della massa batterica e produzione di acidi grassi a catena
corta, come il butirrato. Quest’ultimo ha dimostrato, in vitro, di avere un effetto

anticarcinogenetico e di stimolare 1’epitelio colico.
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2. L’olio di pesce risulterebbe efficacie nel bloccare la progressione del tumore del colon,

riducendone altresi I’incidenza.'®

3. L’assunzione giornaliera di 1000 UI di vitamina D sembrerebbe ridurre il rischio di
tumore del colon del 50% !’ e I’assunzione di 1250 mg/die di calcio sembrerebbe esser
in grado di ridurre significativamente il rischio di CCR poiché capace di rallentare la

proliferazione dell’epitelio colico e di neutralizzare gli acidi biliari. !°

4. L’assunzione di acido acetilsalicilico sembrerebbe avere un ruolo protettivo nei
confronti dell’insorgenza del CCR: alcuni studi hanno dimostrato che chi assume
aspirina almeno 2 volte a settimana ha un minor tasso d’incidenza di CCR rispetto a
chi ne fa un uso inferiore. Si ipotizza che il meccanismo alla base di tale risultato,
riguardi D’inibizione della cicloossigenasi-2 e quindi di quei meccanismi di

carcinogenesi, basati su flogosi e proliferazione cellulare. %

2 Fattori genetici

I tumori colon-rettali di sicura origine genetica, di tipo autosomico dominante, sono:

A. poliposi Adenomatosa familiare (FAP);

B. cancro colo-rettale ereditario non su poliposi (Sindrome di Lynch, HNPCC).

Queste due patologie costituiscono il 5-6% dei casi di cancro del colon-retto.

A.LaFAP

La Poliposi Adenomatosa familiare ¢ caratterizzata dallo sviluppo di numerosi polipi
adenomatosi, almeno 100, in alcuni casi migliaia, (Figura 5) che tappezzano I’intero intestino.
La FAP si manifesta anche con manifestazioni extracoliche quali adenomi duodenali,
iperpigmentazione retinica, tumori dermoidi, osteomi del cranio e della mandibola. 1l tratto
fenotipico si manifesta tra 1 10 e 15 anni e se non viene trattata la Poliposi Adenomatosa
familiare evolve in cancro del colon-retto nel 100% dei casi. Nella maggioranza dei casi, il

difetto genetico ¢ rappresentato da una mutazione del gene APC su braccio lungo del

cromosoma 5.
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APC: ¢ un gene presente nell’85% dei tumori e la sua mutazione determina 1’inattivazione del
gene, con conseguente inibizione della degradazione dell’oncoproteina B-catenina.'?

Altre patologie associate a diverse mutazioni dello stesso gene, oltre alla FAP, sono la sindrome
di Gardner e la sindrome di Turcot (associata anche al gene MLH1); entrambe sono associate
a lesioni neoplastiche extraintestinali, rispettivamente tumori desmoidi e osteomi mandibolari
per la prima, e tumori cerebrali (medulloblastoma e glioblastoma) per la seconda. Esiste inoltre,
la poliposi adenomatosa famigliare attenuata, caratterizzata da meno di 100 polipi e legata alla

mutazione dell’estremita 5° del gene.?!

Figura 5. FAP: mucosa colica con polipi multipli.

B. L’HNPCC o Sindrome di Lynch

L’HNPCC si pud manifestare in due forme:

tipo 1: assenza di storia familiare di cancri;

tipo 2: associazione di storia familiare di altri tipi di cancri.

In particolare, il tipo 2 deve essere sospettato se:

- CCR ¢ presente in piu di una generazione, senza apparente salto di generazione;

- insorgenza del carcinoma in uno o piu familiari prima dei 50 anni;

- localizzazione prevalente nel colon destro e sviluppo di piu di un tumore colo-rettale;

- insorgenza anche di carcinomi cerebrali, gastrici, epatobiliari, dell’endometrio o dell’apparato

urogenitale nello stesso soggetto o in altri membri della famiglia.® '3
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L’HNPCC origina, in circa il 95% dei casi, da mutazioni localizzate nel sito hMLH1 e hMSH2
dei geni MMR (mismatch repair).

MMR: geni del mismatch repair (MLH1, MSH2, MSH6), risultano mutati nel 100% dei tumori
associati al cancro colon-rettale ereditario non poliposico (HNPCC) e nel 15% dei tumori
sporadici.

Questa mutazione, ereditaria o acquisita, inattiva i geni responsabili della riparazione del DNA,
con conseguente accumulo di mutazione oncogenetiche ed inattivazione di geni
ONCOSOPPressori.

Le mutazioni che possono essere correlate alla comparsa della patologia neoplastica del colon-

retto, i principali geni mutati oltre a APC e MMR sono molteplici:

1. PTEN: mutazione che determina una perdita dell’inibizione del segnale proliferativo
mediato dalla PI3K.'? E la mutazione responsabile della comparsa della sindrome di
Cowden, caratterizzata da amartomi multipli che interessano oltre al tratto
gastrointestinale, la mammella, la tiroide, la cute, il cervello. La mutazione ¢ presente
nel 10-15% dei tumori.'?

2. BRAF: produce un’attivazione costitutiva della proteina con attivazione della stessa via
di segnale di KRAS. La mutazione ¢ presente nel 8-10% dei casi.'?

3. P53: determina la perdita dei meccanismi di regolazione del ciclo cellulare.!* La
mutazione o la delezione sono presenti nel 35-55% dei tumori.

4. SMADA4: causa I’inattivazione con inibizione del segnale soppressivo sulla crescita
cellulare mediato da TGF-p4. Il gene risulta alterato nel 10-35% dei tumori.

5. TGFRB2: determina I’inattivazione del recettore per il TGF-B4. La mutazione ¢
presente nel 25-30% dei carcinomi.

6. Complesso RAS: rende il gene funzionalmente attivo, con conseguente attivazione dei

segnali di proliferazione e sopravvivenza cellulare e inibizione dell’apoptosi.'? Circa il
40% delle mutazioni interessa i codoni 12 ¢ 13 dell’esone 2 di KRAS, mentre circa il
10% ¢ costituito da quelle che sono definite le nuove mutazioni di RAS (esoni 3 e 4 di

KRAS, esoni 2 3 ¢ 4 di NRAS). La mutazione & presente nel 40-50% dei carcinomi.??

3 Malattie Infiammatorie Croniche Intestinali

Alcune malattie inflammatorie intestinali, come retto-colite ulcerosa (RCU) e morbo di Crohn,
sono associate ad un rischio circa 10 volte superiore di neoplasie del colon-retto rispetto alla

popolazione generale.?® Queste patologie contribuiscono allo sviluppo di nuovi casi per 1’'1%
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circa. Il grado dirischio ¢ legato soprattutto alla presenza di aree di displasia, moderata o severa
e all’estensione della malattia. Il grado di rischio aumenta del 10-20% ogni 10 anni e di ben il

50% a partire dalla quarta decade.

4 Famigliarita

Anche una familiarita neoplastica per CCR ha un ruolo importante, il rischio di sviluppare il
tumore risulta, infatti, raddoppiato rispetto alla popolazione generale nel caso in cui sia presente
un consanguineo di I grado (padre, madre, figli, fratelli e sorelle) e triplicato qualora in

quest’ultimo il tumore sia insorto prima dei 50 anni** in assenza di alterazioni genetiche.

1.3 - Gradi di rischio

Considerando 1 fattori di rischio sopraelencati, ¢ possibile suddividere in 3 gradi il rischio di
sviluppo di CCR:
Basso: soggetti di ambedue 1 sessi, al di sopra di 50 anni di eta, asintomatici, che non
presentano fattori di rischio personali o familiari.
Moderato: soggetti con una storia personale o familiare di polipi adenomatosi o di CCR.
Alto: soggetti con storia familiare di FAP, HNPCC e con storia personale di IBD in
particolare la RCU di lunga durata.
La Tabella 3 riporta il rischio cumulativo in relazione all’eta, in assenza di altri fattori di rischio

ed in assenza di sintomi.

Tabella 3. Rischio cumulativo in relazione all’eta.

‘Eté ‘ ‘Rischio di ammalare di CCR entro 1 prossimi ‘

‘5 anni ‘ ‘ 10 anni ‘ ‘ 15 anni ‘ ‘20 anni ‘
130anni | |1/7000 | 11/2000 | 11/700 | 11/350 |
140anni | [1/1200 | 11/400 | 11/200 | 11/90 |
150anni | [1/300 | 11/100 | 11/50 | 11/30 |
(60 anni | [1/100 | 11/50 | 11/30 | 11/20 |
170 anni | |1/65 | 11/30 | 11/20 11715 |
180anni | [1/50 | 11725 |

15



1.4 - Presentazione clinica e diagnosi

Prima di descrivere i possibili quadri clinici, che si possono riscontrare in caso di tumore del
colon-retto, ¢ necessario precisare che il 70% dei tumori insorge a livello del sigma-retto poi,
in ordine decrescente di frequenza, si localizza nel colon destro (cieco e ascendente) (15% dei
casi), nel colon trasverso (10% dei casi) e nel colon discendente (5% dei casi).'*

Il CCR risulta essere nella maggior parte dei casi asintomatico e i pazienti tendono a
sottostimare la gravita delle loro condizioni. Quando ¢ presente la sintomatologia ¢ varia e
dipende da diversi fattori quali la sede d’insorgenza, 1’estensione della lesione e da eventuali
complicanze (emorragia, occlusione o perforazione intestinale). Quando le lesioni si
localizzano nei tratti di destra sono prevalentemente di tipo vegetante e danno piu
frequentemente sintomi aspecifici come stanchezza, anemia, anoressia ¢ dolore ai quadranti
inferiori dell’addome e difficilmente danno luogo ad occlusione intestinale. Quando le lesioni
si localizzano nei tratti di sinistra sono, invece, prevalentemente stenosanti e danno origine a
presenza di sangue nelle feci e a manifestazioni occlusive o subocclusive.?’

Un altro fattore fondamentale nel determinare la sintomatologia ¢ la diffusione della malattia:
strutture vicine come le anse intestinali del tenue, 1’uretere e la vescica, lo stomaco o la prostata
possono essere interessate.

Se si sospetta la presenza di CCR, oltre a raccogliere un’approfondita anamnesi personale e
familiare del paziente, I’esame da prescrivere ¢ senza ombra di dubbio la colonscopia ottica che
¢ I’esame diagnostico piu accurato.

La colonscopia consente di esplorare tutto il colon-retto, di individuare e localizzare la massa
neoplastica e di effettuare la biopsia per la conferma istologica.

La colonscopia risulta essere allo stesso tempo diagnostica ed, in un discreto numero di casi,

terapeutica, poiché consente di rimuovere 1 polipi adenomatosi, precursori del CCR.

Molti studi hanno documentato che specificita e sensibilita che sono nettamente superiori a tutte

le altre metodiche attualmente disponibili (Tabella 4).
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Tabella 4. Specificita e sensibilita nelle diverse metodiche di analisi per il CCR.

Sensibilita Specificita
Sangue Occulto per polipi 10% 90%
Sangue Occulto per cancro 40% 90%
Clisma Opaco per polipi/cancro 70% 98%
S;I%{I;?;?sscopia per polipi/cancro nel tratto 90% 98%
Colonscopia per polipi/cancro 90 - 98% 100%

Oggi in alternativa alla colonscopia per fare la diagnosi di CCR si pud impiegare colonscopia
virtuale 2*

La colonscopia virtuale ¢ una metodica radiologica non invasiva, descritta per la prima volta
nel 1994 e di uso ormai consolidato nella pratica clinica, che consente di studiare la parete del
colon simulando la colonscopia tradizionale. Essendo una simulazione computerizzata, a
differenza della colonscopia tradizionale, la colonscopia virtuale viene condotta senza
l'introduzione di sonde nel colon. La metodica non ¢ pertanto invasiva, la superficie mucosa del
colon viene evidenziata come in una animazione grafica, per questo motivo non ¢ possibile
eseguire procedure diagnostiche/terapeutiche quali la polipectomia. Si possono perod
evidenziare le irregolarita della superficie (come nel caso di polipi o tumori), buchi di parete
(come nel caso di diverticoli), stenosi e ostruzioni del lume. La preparazione che deve eseguire
il paziente prima di sottoporsi all’esame prevede 1’assunzione per via orale, 3 ore prima di
entrare in sala TAC, di un mezzo di contrasto iodato diluito in acqua (in casi selezionati ¢
possibile  somministrare il mezzo di contrasto iodato per via rettale).
Con questa metodica si ottengono immagini tridimensionali molto simili all’immagine
colonscopica convenzionale.

Quando, in caso di lesioni rettali, vengono richieste informazioni aggiuntive al fine di
programmare correttamente |’iter terapeutico (distanza del CCR dal margine anale,
coinvolgimento luminale, estensione longitudinale e circonferenziale), puo esser utile
sottoporre il paziente ad una rettoscopia.?®

In caso di rettorragia il primo esame eseguito dovrebbe essere 1’esplorazione rettale importante
soprattutto in caso di tumori del retto, poiché questa tecnica consente di mettere in evidenza in

tempo reale lesioni situate entro i 6-7 cm dal margine anale.*
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In assenza di sintomi, ma in termini preventivi dopo i 50 anni d’eta ¢ utile effettuare la ricerca
del sangue occulto nelle feci.

La tempestivita della diagnosi, intesa sia come capacita di effettuare una diagnosi precoce che
di “riduzione dei tempi di accesso” alla diagnosi clinica definitiva di neoplasia, rappresenta la
premessa indispensabile per il raggiungere buoni risultati terapeutici sulla sopravvivenza e sulla
qualita di vita. Il NHS (National Health Service) inglese declama come obiettivo “che tutti i
pazienti che presentano sintomatologia di sospetta natura neoplastica possano poter accedere
alla visita specialistica entro e non oltre le due settimane dal primo contatto con i servizi ed

avere una diagnosi definitiva entro e non oltre un mese”.

1.5 - Istopatologia

In oltre il 90% dei casi il CCR origina da un precursore focale, displastico, polipoide: I'adenoma
o polipo adenomatoso?’; solo in una piccola percentuale di casi (5-10%), soprattutto a livello
del colon destro, il carcinoma sembra non essere preceduto da lesioni polipoidi (c.d. "carcinoma
de novo").?®
I polipi si distinguono in neoplastici o non-neoplastici.
I neoplastici possono essere benigni o maligni, nella categoria dei neoplastici vi sono i polipi
adenomatosi del colon-retto che interessano circa il 30% degli adulti nei paesi occidentali.
I polipi non neoplastici (polipi infiammatori, iperplastici e amartomatosi) si sviluppano a partire
dal tessuto muscolare liscio della muscolaris mucosae e sembrano non avere potenziale
maligno.
Il meccanismo attraverso il quale un adenoma del colon-retto puo trasformarsi in carcinoma nel
tempo ¢ rappresentato dalla cosiddetta “sequenza adenoma-carcinoma”.
Le evidenze indirette che supportano tale ipotesi sono numerose:

1. raramente il CCR si sviluppa in assenza di un polipo adenomatoso;

2. la comparsa di un adenoma precede di molti anni (circa 10 anni) lo sviluppo del

carcinoma nella stessa sede;

3. wvi ¢ la stessa distribuzione anatomica di polipi adenomatosi e cancri;

4. 1soggetti con 1 o piu polipi di dimensioni > 1 cm presentano un rischio maggiore
di sviluppare un CCR;

5. la maggior parte dei CCR origina da grossi polipi situati nel colon sinistro;

6. 1 pazienti affetti da poliposi adenomatosa familiare (FAP) presentano un elevato

rischio (fino al 100%) di sviluppare un CCR;
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7. P’individuazione e ’asportazione dei polipi adenomatosi riduce in maniera
significativa I’incidenza di CCR.

Gli adenomi vengono ritrovati in un circa % della popolazione oltre 1 50 anni di eta: circa 2/3
delle lesioni sono localizzate nel retto-sigma e nel colon sinistro, 1/3 ¢ localizzato oltre la
flessura splenica. Un percentuale variabile dal 5 al 40% di pazienti con polipi adenomatosi
sviluppa il cancro in un periodo di 10-15 anni, mentre il numero di adenomi che progredisce
verso il tumore si aggira intorno al 2,5% 1’anno.

Considerando questi dati ¢ fondamentale avere un atteggiamento aggressivo nei confronti degli
adenomi, per evitare la loro progressione. Le cause che esprimono la potenzialita maligna degli

adenomi sono: tipo istologico, grado di displasia, dimensioni e numero di polipi.

Tipo istologico: la frequenza di trasformazione della forma villosa ¢ di circa il 40%, della forma
tubulo-villosa il 22%, della tubulare il 5% (Tabella 5).
I villi presentano diversi aspetti morfologici e si distinguono in:

1. villi classici: lunghi, sottili, con scarso delicato stroma e scarse ramificazioni.
Solitamente si trovano disposti parallelamente tra loro, con la base che giunge fino alla
muscolaris mucosae;

2. villi palmati: piut ampi, fogliacei, ramificati, frequentemente presentano strutture
tubulari alla base od anche nello stroma;

3. villi “foreshortened”: non ramificati, sottili, che protrudono nettamente dal contorno di

una lesione tubulare.

Tabella 5. Tipo istologico e localizzazione dei diversi tipi di adenomi

Variante istologica Localizzazione Rischio di

degenerazione maligna

Adenomi tubulari (75%) Tutto il colon 5%
Adenomi villosi (10%) Prevalentemente nel retto 40%
Adenomi tubulo-villosi (15%) Distribuiti in tutto 15%

I’intestino
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Grado di displasia: la definizione alto/basso grado si riferisce alle caratteristiche citologiche e

al rischio evolutivo.

Basso grado: perdita del gradiente di differenziazione cellulare dalla base della cripta

alla superficie; nuclei allungati, ingranditi, polarizzati e stratificati che occupano fino ai

2/3 dello spessore dell'epitelio.

Alto grado: perdita di polarita o stratificazione nucleare, nuclei distribuiti in tutto lo

spessore dell’epitelio; nuclei marcatamente ingranditi, spesso con cromatina dispersa e

prominente nucleolo; mitosi atipiche; assenza di secrezione mucipara; prominente

apoptosi.

Dimensioni: i polipi di diametro > 1 cm hanno una potenzialita di trasformazione maligna

superiore rispetto a quelli di dimensioni inferiori. Alcuni studi hanno mostrato la trasformazione

in cancro in oltre il 10% dei polipi > 1 cm e meno dell’1% in polipi < 1 cm.?

Numero dei polipi: il rischio di CCR aumenta se sono presenti polipi colici multipli.*

Classificazione istologica WHO 2010 delle lesioni preneoplastiche neoplastiche del CCR

1

Lesioni premaligne Adenoma:
1.1 Tubulare
1.2 Villoso

1.3 Tubulo-villoso

1.4 Displasia (neoplasia intraepiteliale, basso grado)

1.5 Displasia (neoplasia intraepiteliale, alto grado)

Lesioni serrate

2.1 Polipi iperplastici

2.2 Adenoma/polipo sessile serrato

2.3 Adenoma serrato tradizionale
Amartomi

3.1 Polipo associato a Sindrome di Cowden
3.2 Polipi giovanili

3.3 Polipi di Peutz-Jagher

Carcinomi

4.1 Adenocarcinomi

4.2 Adenocarcinoma cribriforme comedonico
4.3 Carcinoma midollare

4.4 Carcinoma micropapillare
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4.5 Adenocarcinoma mucinoso

4.6 Adenocarcinoma serrato

4.7 Carcinoma a cellule ad anello con castone
5 Carcinoma adenosquamoso

5.1 Spindle cell carcinoma

5.2 Carcinoma a cellule squamose

5.3 Carcinoma indifferenziato
6 Tumori Neuroendocrini

6.1 Tumori neuroendocrini NET

6.2 NET Gl (carcinoide)

6.3 NETG2

6.4 Carcinomi neuroendocrini NEC

. NEC a grandi cellule
. NEC a piccole cellule

6.5 Carcinoma adenoneuroendocrino misto

6.6 NET producente serotonina

6.7 NET producente peptide glucagone-like e PP/PYY
7 Tumori mesenchimali

7.1 Leiomioma

7.2 Lipoma

7.3 Angiosarcoma

7.4 Gastrointestinal stromal tumor GIST o Sarcoma di Kaposi

7.5 Leiomiosarcoma
8 Linfomi

9 Tumori secondari

1.6 - Stadiazione e classificazione del carcinoma del colon-retto

La formulazione della stadiazione ¢ un momento molto importante nella diagnosi di un tumore,
poiché in base ad essa ¢ possibile formulare una prognosi e scegliere il tipo di trattamento piu
adatto al paziente.

Nel caso del carcinoma del colon-retto sono considerati criteri diagnostici minimi: 1’istotipo, il
grado di differenziazione, il budding tumorale, la profondita di invasione, la presenza di
invasione venosa extramurale, la presenza di invasione linfo-vascolare intramurale e di

invasione perineurale, i margini di resezione (distale, prossimale, circonferenziale e
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mesocolico), il numero di linfonodi esaminati (almeno 12, tranne nei pazienti trattati con CTRT
neoadiuvante) e il numero di linfonodi metastatici. Altri parametri che dovrebbero essere
compresi nel referto sono: la dimensioni (diametro maggiore), la presenza di perforazione
macroscopica, la distanza dal margine, resezione prossimale o distale piu vicino, la distanza dal
margine di resezione radiale (nel retto) e la stadiazione patologica (TNM o altro specificato).
Oggi per la stadiazione delle neoplasie del colon-retto le linee guida AIOM consigliano di
utilizzare la stadiazione TNM.

Nel tempo si sono succeduti diversi sistemi di stadiazione per il CCR, il primo fu introdotto da
Dukes nel 1932 e fu successivamente modificato sia da Astler-Coller nel 1954 sia da Tumball
nel 1967 fino ad arrivare a quello attualmente adottato attualmente negli Stati Uniti e in Europa,
il TNM-UICC 2009 3! riportato in Tabella 6.

Questo tipo di stadiazione include 3 parametri diversi per categorizzare la lesione neoplastica:
la dimensioni del tumore ed entita dell’invasione locale 7' (tumore), il coinvolgimento dei
linfonodi regionali (N) e la presenza di metastasi a distanza (M). I 3 parametri si combinano
diversamente per ottenere lo stadio della neoplasia.

I TNM ¢ un sistema che consente contemporanecamente una classificazione clinica
(pretrattamento) e una patologica (istopatologica postoperatoria). Le classificazioni si basano
su tipi diversi di esami e perseguono scopi differenti. La classificazione clinica ¢ detta cTNM,
quella patologica pTNM. Quando TNM ¢ indicata senza suffisso, ci si riferisce alla
classificazione clinica. In generale, la classificazione cTNM costituisce la base per la scelta del
trattamento, mentre la pTNM rappresenta la valutazione prognostica.

E stato inoltre, introdotto il prefisso “y” (yTNM) per indicare la stadiazione patologica dopo

terapia neoadiuvante.
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Tabella 6. Classificazione TNM-UICC 2009. Fonte: Linee Guida AIOM 2018.
Classe | Descrizione

Tx Tumore primitivo non definibile
TO Tumore primitivo non evidenziabile
Tis Carcinoma in situ: intraepiteliale o invasione della lamina propria [comprende

cellule tumorali confinate all’interno della membrana basale ghiandolare
(intraepiteliale) o della lamina propria (intramucoso) che non raggiungono la

sottomucosa]

T1 Tumore che invade la sottomucosa

T2 Tumore che invade la muscolare propria

T3 Tumore con invasione attraverso la muscolare propria nella sottosierosa o nei tessuti
pericolici e perirettali non ricoperti da peritoneo

T4 Tumore che invade direttamente altri organi o strutture e/o perfora il peritoneo
viscerale

T4a Tumore che perfora il peritoneo viscerale

T4b Tumore che invade direttamente altri organi o strutture

NX Linfonodi regionali non valutabili

NO Non metastasi nei linfonodi regionali

N1 Metastasi in 1-3 linfonodi regionali

Nla Metastasi in 1 linfonodo

N1b Metastasi in 2-3 linfonodi

Nle¢ Depositi tumorali satelliti nella sottosierosa o nei tessuti non peritonealizzati
pericolici e perirettali senza evidenza di metastasi linfonodali regionali

N2 Metastasi in 4 o piu linfonodi regionali

N2a Metastasi in 4-6 linfonodi

N2b Metastasi in 7 o piu linfonodi

MX Metastasi a distanza non accertabili

Mo Assenza di metastasi a distanza

M1 Metastasi a distanza

Mla | Metastasi confinate ad un organo (fegato, polmone, ovaio, linfonodi extraregionali)
M1b | Metastasi in piu di un organo o nel peritoneo

Nota 1 Tis carcinoma in situ: intraepiteliale o invasione della lamina propria: le cellule tumorali
sono confinate all’interno della membrana basale ghiandolare (intraepiteliale) o della lamina
propria (intramucosa) € non raggiungono, attraverso la muscolaris mucosae, la sottomucosa.
Sarebbe piu corretto utilizzare il termine di (adeno)carcinoma in situ quando si parla di
neoplasie intraepiteliali (che non superano la membrana basale) e di adenocarcinoma
intramucoso quando invece ¢ presente un’infiltrazione della tonaca propria (senza estensione
oltre la muscolaris mucosae). Entrambi i tipi di neoplasia sono privi di potenziale metastatico:
per questo motivo sarebbe preferibile utilizzare anche in questi casi il termine di displasia grave.
Nota 2 T4 tumore che invade direttamente altri organi o strutture e/o perfora il peritoneo
viscerale: I’invasione diretta T4 comprende I’invasione di altri segmenti del colon-retto
attraverso la sierosa. Se il tumore risulta aderente ad altri organi o strutture, macroscopicamente,

viene classificato come T4; tuttavia, se in corrispondenza della zona di adesione non si riscontra
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la presenza di neoplasia, deve essere classificato pT3. La sottostadiazione V e L si usa per

identificare la presenza o 1’assenza di invasione vascolare linfatica.

Suddivisione in stadi

Gli stadi I, IT e III della classificazione TNM corrispondono rispettivamente agli stadi A, Be C
della classificazione di Dukes (Figura 6 e Tabella 8). Nella classificazione TNM-UICC 2009
¢ stata introdotta negli stadi II, III e IV una suddivisione in sottogruppi ad indicare categorie di
pazienti con prognosi progressivamente peggiore. In Tabella 7 ¢ illustrata la Suddivisione in
stadi in base ai criteri classificativi del sistema TNM-UICC 2009 3! e a fianco la sopravvivenza

a 5 anni in base allo stadio TNM VIL '

Tabella 7. Suddivisione in Stadi e sopravvivenza.

STADIO DESCRIZIONE SOPRAVVIVENZA A 5 ANNI (%)
Stadio 0 TisNOMO
Stadiol TINOMO
T2NOMO 92,5
Stadio I1a T3NOMO 83,6
Stadio IIb T4aNOMO 76,3
Stadio Ilc T4bNOMO 58,8
Stadio IIla | T1-2, Nla-c, MO
T1, N2a, MO 83,1
Stadio IIIb | T3, T4a, Nla-c, MO
T2-3, N2a, MO 63,8
T1-2, N2b, MO
Stadio IIIc | T4a, N2a-b, MO
T3, N2b, MO 35,2
T4b, N1-2, MO
Stadio IVa | Ogni T, ogniN, M1b
Stadio IVb | OgniT, ogniN, M1b 10,4
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Figura 6. Stadi e sopravvivenza.

Stadio |

Stadio#

Sopravvivenza

Stadio IV

Il ezi

Tabella 8. Classificazione di Dukes e sopravvivenza a 5 anni.

STADIO CARATTERISTICHE ISTOLOGICHE SOPRAVVIVENZA A 5 ANNI
A tumore limitato alla mucosa 100%
B1 il tumore si estende attraverso la muscolaris | 67%
mucosae ma non attraverso la muscolaris
propria
B2 il tumore si estende oltre la muscolaris | 54%
propria
Cl stadio B1 con linfonodi regionali positivi | 43%
C2 stadio B2 con linfonodi regionali positivi | 22%
D metastasi a distanza -
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Le Classificazione di Dukes, di Astler-Coller, il TNM, e la classificazione a stadi sono correlate

e paragonate come mostrato in Tabella 9.

Tabella 9. Classificazioni a confronto.

STADIO TNM DUKES ASTLER-
COLLER

0 Tis NO MO

I TloT2 NO MO A A, Bl

A T3 NO MO B B2

IIB T4 NO MO B B3

1A TloT2 NI MO C Cl

B T30T4 NI MO C C2,C3

1ye Ogni T N2 MO C Cl1,C2,C3

v Ogni T Ogni N Ml D

Invasione vascolare

E importante individuare e segnalare I’eventuale invasione delle vene extramurali perché

significativa per la prognosi.

La crescita del CCR puo essere di tipo:

- espansiva, quando il margine di infiltrazione tumorale ¢ regolare, ben demarcato o solo
lievemente irregolare;

- infiltrativa, quando i1 margini di infiltrazione sono marcatamente irregolari € non ben
identificabili. La crescita infiltrativa si associa a prognosi peggiore.

E caratteristica la presenza di elementi ghiandolari, o aggregati di cellule tumorali isolati nel
tessuto adiposo periviscerale, localizzati in sede perivascolare o perineurale.

Per la stadiazione del CCR ¢ richiesto I’impiego di diverse metodiche di indagine clinica; oltre
a quelle descritte precedentemente (colonscopia ottica, colonscopia virtuale, rettoscopia,
esplorazione rettale ecc.) ed all’esame istologico.

Le metodiche impiegate nella stadiazione del tumore colon-rettale sono'*:

Ecografia: che verifica ’eventuale presenza di metastasi epatiche (piu tipiche dei tumori del
colon destro) e pertanto trova utilita anche in fase intra-operatoria (o la sonda transrettale per
verificare 1’invasione della parete del retto, informazione che permette di pianificare

opportunamente la terapia).
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Tomografia computerizzata (TAC): la TAC con mezzo di contrasto dell’addome e della pelvi ¢

fondamentale nella stadiazione, perché consente di determinare I’eventuale invasione locale
(grasso pericolico o strutture adiacenti), la presenza di metastasi epatiche, linfonodali e
peritoneali.

Puo essere utilizzata anche nella determinazione delle metastasi polmonari.

Radiografia standard del torace (RX): € molto meno sensibile della TAC nella determinazione

di metastasi polmonari di piccole dimensioni, ¢ pero sufficiente per valutare I’eventuale

presenza di un interessamento polmonare parenchimale e sieroso.

Risonanza magnetica (RM): risulta essere ¢ piu accurata della TAC nella determinazione

dell’estensione del tumore primitivo e dell’invasione linfonodale nel tumore del retto (da

preferire in caso di tumori cT3-4).

Dosaggio del CEA sierico: a causa della sua bassa sensibilita e specificita non ¢ utile ai fini

diagnostici, ma puo essere utile nel follow-up come parametro di riferimento, poiché consente
di confrontare il livello basale con quello riscontrato durante il decorso della patologia e durante

la terapia, un suo aumento puo segnalare la ripresa della malattia.

1.7 - Prognosi e cenni di terapia

L’atto chirurgico costituisce la terapia curativa nel trattamento di tutti i tumori primitivi del
grosso intestino. L’obiettivo ¢ I’eradicazione di tutta la malattia macroscopicamente
individuabile e circa 1’80% dei pazienti pud essere trattato con un intervento chirurgico, che
puo essere conservativo, demolitivo parziale o condurre all’asportazione totale del tratto del
colon o del retto. L’intervento chirurgico deve portare alla rimozione, pit ampia possibile, della
regione intestinale interessata dal tumore e delle relative stazioni linfonodali, e pud essere
effettuato con diverse modalita, in base alla sede della lesione: emicolectomia destra, sinistra,
del colon trasverso e colectomia totale (asportazioni maggiori vengono eseguite in caso di
interessamento delle flessure).'*

In seguito all’intervento sono fondamentali altre modalita terapeutiche, come i trattamenti

radioterapici e chemioterapici, attuate per ridurre il rischio di recidive.
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L’integrazione di queste tre modalita terapeutiche (intervento chirurgico, chemioterapia e
radioterapia) avviene tuttavia in modo diverso per i tumori del colon fino al retto superiore
rispetto a quanto avviene per i tumori del retto extraperitoneale, perché caratterizzati da una
diversa storia naturale e da una incidenza molto maggiore di recidive locali rispetto ai tumori
dei distretti intestinali piu a monte.

Considerando la maggiore incidenza di recidive locali e il rischio di sacrificio dello sfintere
anale (che rappresenta la peggior prognosi) ¢ generalmente necessario sottoporre il paziente ad
un trattamento radiante o chemioradiante complementare che puod seguire e/o precedere
(trattamento neoadiuvante) 1’intervento chirurgico. Il 60% dei tumori del retto si presenta
localmente avanzato (interessamento a tutto spessore della parete o interessamento linfonodale,
cT3-4, N+). La TME (Total Mesorectal Excision) prevede la laparotomia, la mobilizzazione di
tutto il colon sinistro e del retto, I’asportazione del tumore rettale insieme al tratto sigmoideo
del colon e la successiva ricostruzione.’!

In generale, nonostante I’intento radicale, dopo 1’intervento chirurgico per CCR circa il 35%
dei pazienti sviluppa una recidiva, 1’80% entro i primi 2 o 3 anni, comunque entro i 5 anni
dall’intervento, mentre recidive successive compaiono in meno dello 0.5% dei casi. Le sedi piu
frequenti di ripresa di malattia sono fegato, linfonodi addominali, peritoneo e polmone.>?

Per questo motivo, oltre alla terapia chirurgica, deve essere considerata 1’applicazione di uno
schema chemioterapico adiuvante. Le recidive locali sono rare nel cancro del colon.

La scelta delle modalita terapeutiche (chemioterapia e radioterapia) da impiegare in caso di

CCR e del timing per la loro integrazione dipende dallo stadio.

I stadio (T12NoMop): in questo stadio la terapia adiuvante non viene somministrata, poiché non
vi sono evidenze di beneficio circa il suo impiego. Dopo un’exeresi radicale di una lesione allo
stadio I ci si puo aspettare una sopravvivenza a 5 anni superiore al 95%.

11 stadio (T3.4NoMo): in questo stadio il suo impiego ¢ controverso; il trattamento potrebbe
trovare impiego nei pazienti con fattori prognostici negativi (grado G3, infiltrazione degli
organi vicini-T4b, perforazione, occlusione, meno di 12 linfonodi analizzati, infiltrazione
vascolare, linfatica e perineurale, significato controverso del livello di CEA preoperatorio). La
5-FU (fluoruracile), chemioterapico appartenente alla famiglia degli antimetaboliti, apporta un
beneficio assoluto del 3-4%, anche se sembra che il valore sia in aumento, per una migliore
selezione dei pazienti. Per questi pazienti la sopravvivenza a 5 anni ¢ del 70-80%.

1 stadio (T12N1Mo, T3.4N1Mo, T14N2Moy): in questo stadio la terapia adiuvante ¢ indicata in

modo univoco e porta ad una diminuzione del rischio relativo di morte del 33%, con un
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beneficio complessivo sulla sopravvivenza del 10%-15%. Essa si basa sulla somministrazione,
entro 6 settimane dall’intervento, per 6 mesi di 5-fluorouracile e acido folinico con eventuale
aggiunta di oxaliplatino Per questi pazienti la sopravvivenza a 5 anni 40-50%.

Stadio 1V (avanzato): 1 pazienti con tumori allo stadio IV sono candidati ad un trattamento

chemioterapico finalizzato a palliare i sintomi, a migliorare la qualita della vita e a prolungare
la sopravvivenza. In alcuni casi selezionati non ¢ del tutto esclusa la possibilita di ottenere una
guarigione. La chemioterapia ha dimostrato di essere efficace nell’aumentare la sopravvivenza

dei pazienti con malattia avanzata o metastatica.>?

1.8 - La prevenzione del cancro del colon-retto

Studi genetici ed epidemiologici suggeriscono che lo sviluppo del CCR rappresenta il risultato

di complesse interazioni tra fattori ereditari e ambientali.

Secondo una relazione della Commissione europea del 2008 sulla diffusione dei programmi di
screening per il cancro del colon-retto nell'UE, solo 12 degli allora 22 Stati membri avevano

programmi di screening di popolazione.**

Grazie al lavoro delle Societa di Gastroenterologia e di Endoscopia digestiva che hanno
fortemente stimolato le Istituzioni, locali e Nazionali, ad impegnarsi nel progettare specifiche
campagne di informazione e di educazione sugli stili di vita e sulla promozione della salute
anche in Italia, tra le molteplici strategie messe in atto per il controllo del CCR, la prevenzione

ha acquistato sempre maggiore rilevanza.
Possiamo considerare 3 forme di prevenzione del CCR:

Prevenzione Primaria: si riferisce ad interventi applicati alla popolazione generale “sana”, a

basso rischio di malattia. Numerosi studi sostengono che almeno 2/3 dei casi di CCR potrebbero
essere prevenuti con cambiamenti della dieta e dello stile di vita. Nella prevenzione primaria
rientra anche la “chemioprevenzione”, ovvero quei trattamenti farmacologici in grado di

interferire con 1 processi di carcinogenesi, sia nella loro fase iniziale che in quella piu avanzata.

Prevenzione Secondaria: si avvale di test di screening e di sorveglianza indirizzati

rispettivamente alla popolazione asintomatica. I programmi di prevenzione secondaria hanno
come obiettivo 1’individuazione in fase precoce del CCR e il riconoscimento e ’asportazione

delle lesioni adenomatose.

Prevenzione terziaria: ¢ rivolta a prevenire le complicanze del cancro (recidiva, invasione,

metastasi) in soggetti con malattia sintomatica, attraverso 1’utilizzo di presidii farmacologici.
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1.9 - Definizione di screening, case finding, sorveglianza e razionale dello screening

I programmi di screening organizzati sono interventi di Salute Pubblica condotti su una
popolazione, in specifiche fasce di eta, che viene attivamente invitata (con scadenze regolari)
ad effettuare un esame di comprovata efficacia nell’individuare la presenza di una lesione
cancerosa o pre-cancerosa. L’obiettivo di uno screening oncologico ¢ quello di identificare in
tumore in fase precoce perché ¢ noto che tanto piu ¢ precoce la diagnosi, tanto maggiore ¢ la
possibilita di cura.

Per case finding s’intende lo screening dei soggetti che afferiscono al Medico di Medicina
Generale (MMG) o ad una qualsiasi struttura sanitaria per sintomi o condizioni non in rapporto

con il cancro colo-rettale.

Per sorveglianza s’intende il monitoraggio attivo dei pazienti che hanno avuto in precedenza
diagnosi di malattie neoplastiche o preneoplastiche del colon-retto o in cui ¢ stata identificata

una condizione di rischio aumentato.
11 razionale di uno screening oncologico di popolazione ¢ basato sulle seguenti considerazioni:

1) lamalattia ¢ un problema di salute pubblica che coinvolge un elevato numero di persone;

2) vi ¢ lapossibilita di effettuare una diagnosi precoce, ovvero ¢ possibile diagnosticare la
presenza di lesioni precancerose ¢/o il tumore in stadi precoci;

3) vi sono dei vantaggi nel trattamento terapeutico effettuato durante lo stadio precoce
della malattia (diminuzione della mortalita e/o dell’incidenza e dei costi) rispetto al
trattamento in uno stadio tardivo;

4) ¢ possibile avvalersi di un test ben accettabile dalla popolazione invitata allo screening.
Il test deve essere innocuo, facile da eseguire, ripetibile ed economico;

5) sono presenti sul territorio strutture sanitarie qualificate in grado di effettuare la diagnosi

e la terapia.

Il carcinoma colo-rettale risponde a tutti questi criteri perché:

1) ¢ il secondo tumore in termini d’incidenza e la prima causa di morte nei non fumatori
per entrambi i sessi. In E-R, ogni anno, sono circa 3.000 le persone che si ammalano di
cancro al colon-retto, il piu diagnosticato negli uomini dopo prostata e polmone, e il
secondo piu diagnosticato nelle donne dopo mammella. Tra 1 tumori ¢ la seconda causa

di morte, sia negli uomini che nelle donne.
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2) circa il 95% dei carcinomi origina dagli adenomi, ovvero da una lesione precancerosa,
la cui asportazione interrompe la sequenza adenoma-carcinoma e determina la diminuzione

della mortalita e dell’incidenza;

3) un CCR, se individuato in stadio precoce, puo essere trattato in modo radicale con
I’intervento chirurgico. La sopravvivenza a 5 anni ¢ strettamente correlata allo stadio (1.7
Prognosi e cenni di terapia) e risulta essere del 90% allo stadio A di Dukes, del 50-60% allo
stadio B, circa del 35% allo stadio C1 e meno del 10-15% allo stadio C2.

3435 ¢ caso controllo hanno dimostrato che un programma di

Studi clinici randomizzati
screening di popolazione organizzato ¢ in grado di ridurre 1’incidenza ed in maggior misura
la mortalita per cancro CCR: I’efficacia varia dal 15 al oltre il 30% in relazione alla

metodica utilizzata.

I risultati ottenuti in questi anni dal programma di prevenzione hanno anche dimostrato che
al progredire dei round di screening aumenta il numero di lesioni diagnosticate ad uno stadio

precoce (pT1) rispetto a quelle avanzate.

Nello schema ¢ evidenziato che vi ¢ anche un notevole vantaggio economico, per il SSN e

per il SSR, nel trattamento in fase precoce della malattia.

FIT + Colonscopia + polipectomia = € 500 per caso guarito.

FIT + Colonscopia + emicolectomia = € 5-8000 per caso guarito

Emicolectomia + chemioterapia adiuvante = € 12-14000 per caso guarito

Emicolectomia + chemioterapia palliativa = € 25-45000 per incremento sopravvivenza di 12-30 mesi

Chemioterapia palliativa + farmaci biologici= € 40-60000 per incremento sopravvivenza di 12-30 mesi

4) 1l test per la ricerca di sangue occulto fecale (FIT) ha dimostrato caratteristiche

d’impiego idonee allo screening di popolazione: economico, semplice, non invasivo.

5) In Italia, su tutto il territorio nazionale, sono presenti strutture di riferimento in grado di

assicurare livelli ottimali di trattamento.

In sintesi: 1 benefici dello screening di prevenzione del carcinoma del colon-retto sono molto

superiori agli eventuali danni (complicanze).
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1.10 - Programma di screening per la prevenzione dei tumori del colon-retto in E-R e a

Ferrara

Le Raccomandazioni del Consiglio d’Europa del 2003 e le Linee guida ministeriali indicano
come popolazione target per il programma di screening colorettale la fascia di eta compresa tra
150 e 1 69 anni che viene invitata ad eseguire il test di ricerca di sangue occulto nelle feci ogni

2 anni.

Lo screening di prevenzione del tumore del colon-retto oggi € presente in tutta Italia seppur con

aderenze diverse tra le varie regioni (Figura 7).

Figura 7. Attivazione dei programmi di screening nelle diverse regioni italiane.

~J

I programmi attivati

’7 progetti in fase di attivazione

L’estensione dello screening in Italia mostra una costante espansione: nel solo 2017 sono state
invitate circa 6 milioni e 250 mila persone (300 mila in piu rispetto al 2016)*¢ raggiungendo il
78,3% della popolazione target. E necessario sottolineare che nonostante sia in espansione
I’estensione dello screening di prevenzione del carcinoma del colon-retto risulta ancora sotto 1
limiti di accettabilita (80%) e desiderabilita (90%) richiesti dagli indicatori di qualita del
GISCoR (Gruppo Italiano Screening COloRettale).
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Lo screening per la prevenzione del tumore del colon-retto ¢ stato introdotto nella Regione
Emilia-Romagna il 21 Marzo 2005 e riguarda circa un milione di individui, residenti e

domiciliati in Regione, compresi nella fascia di eta 50-69 anni come mostrato in Tabella 10.

Tabella 10. Popolazione bersaglio, Test utilizzato, Frequenza di chiamata, Fasce d’eta nello screening di

prevenzione delle ASL della RER.

ASL Pop.bersaglio Test utilizzato Frequenza Fascia d’eta

) FIT )

AUsl Piacenza 70,364 Biennale 50 -69
FIT )

AUsl Parma 101.709 Biennale 50 - 69
) . FIT )

AUsl Reggio Emilia 110,722 Biennale 50 -69
FIT )

AUsl Modena 158.312 Biennale 50 - 69
FIT )

AUsl Bologna 212.417 Biennale 50-69

AUsl Tmola 30,488 FIT Biennale 50— 69
FIT )

AUsl Ferrara 96.508 Biennale 50 - 69
FIT )

AUsl Ravenna 96.220 Biennale 50 - 69

AUsl Forli 45.074 FIT Biennale 50 - 69
FIT )

AUsl Cesena 47.292 Biennale 50 - 69
.. FIT )

AUsl Rimini 69.315 Biennale 50 - 69

Totale 1.038.421

In Emilia-Romagna nel 2017 gli inviti hanno raggiunto il 98,2% della popolazione target e nella

provincia di Ferrara il 98.8%.37

L’adesione all’invito a livello nazionale risulta di poco superiore al 40%, piu precisamente
41,5%%. Questo dato, che rappresenta il valore medio nazionale, risente in realta in maniera

limitante della scarsa adesione al programma delle regioni del Sud. Nelle regioni del Nord
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infatti ’adesione all’invito ¢ stata del 52%, in quelle del Centro del 35%, mentre in quelle del

Sud del 24%.

In Emilia-Romagna 1’adesione nell’anno 2017 ¢ stata del 52,2 % e i valori piu alti sono stati

raggiunti dalla provincia di Reggio-Emilia con il 62,9% delle adesioni (Figura 8).

A Ferrara 1’adesione nell’anno 2017 € stata del 45,9%.

Figura 8. Adesione corretta all’invito specifica per AUSL, totale inviti RER.
[persone che eseguono il FIT (persone invitate — inviti inesitati — esclusione per test recente)]% Fonte:

Survey GISCoR 2017.
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In TItalia nel 2017 la percentuale di soggetti positivi al FIT che hanno aderito all’esame di

approfondimento ¢ stata del 75%.3°

In Emilia-Romagna, nello stesso anno, la percentuale di soggetti positivi al SOF che hanno
aderito all’esame di approfondimento ¢ stata del 85,4%: piu precisamente 1’82,1% ha aderito
alla colonscopia, il 2,4% ha aderito ed eseguito la colonscopia altrove mentre lo 0,9 si ¢

sottoposto a colonscopia virtuale o RX doppio contrasto.?’

A Ferrara, sempre nell’anno 2017, la percentuale di soggetti positivi al FIT che poi hanno
aderito all’esame di approfondimento ¢ stata del 86,1%: piu precisamente il 76,6% dei pazienti
che hanno eseguito la colonscopia, il 4,9% ha eseguito la colonscopia altrove, il 4,7% si ¢

sottoposto a colonscopia virtuale.’’

L’organizzazione dello screening di prevenzione in E-R ¢ suddivisa in tre livelli e segue il

seguente algoritmo:
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ELENCO ASSISTITI AZIENDA USL
POPOLAZIONE RESIDENTE 50-69enni (M+F)

—

INVITO POSTALE AL DOMICILIO

l

CONSEGNA DEL KIT PER EFFETTURE IL TEST (FIT)

|

RICONSEGNA DEL CAMPIONE PRELEVATO

|

LABORATORIO ANALISI - FIT

RIPETIZIONE FIT

\

INIDONEO

NEGATIVO POSITIVO

l \

entro

(entro 15 gg)
30

RISPOSTA POSTALE RICHIAMO TELEFONICO E giomni
CON CONSIGLIO DI PROPOSTA DI APROFONDIMENTO >
RIPETIZIONE BIENNALE DIAGNOSTICO ENDOSCOPICO
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NEGATIVA «—

COLONSCOPIA

(O CLISMA OPACO o COLON TAC se colonscopia impraticabile,
incompleta o rifiutata)

INVIO A RIPETIZIONE
FIT (dopo 5 anni)

TERAPIA ENDOSCOPICA

l

NEOFORMAZIONE

In alcuni casi la terapia
endoscopica puo essere
considerata terapeutica

TERAPIA

CHIRURGICA

FOLLOW-UP ENDOSCOPICO —in
pazienti operati di CCR:

pancolonscopia, per escludere la presenza di
adenomi o cancri sincroni in CCR stenosanti, e
successivi follow-up (vedi schema)

- in pazienti con asportazione di adenomi
sulla base delle caratteristiche degli adenomi

(vedi schema)

CHEMIOTERAPIA
RADIOTERAPIA

FOLLOW-UP
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1l test di screening di I° livello in uso in E-R

La ricerca del sangue occulto nelle feci in Emilia-Romagna si esegue attraverso il FIT, ovvero
quel test immunochimico, che tramite I’utilizzo di anticorpi specifici, ¢ in grado di rilevare la
porzione proteica dell’emoglobina e non I’emoglobina derivante da altre fonti che non siano

sanguinamenti e che quindi non richiede alcuna preparazione né restrizione dietetica.

Il test della ricerca del sangue occulto nelle feci ¢ un esame con alta sensibilita, ma bassa
specificita, ovvero non discrimina tra le varie causa di sanguinamenti dell’apparato gastro-

intestinale.

A Ferrara viene eseguito per tutta la popolazione invitata (residenti e domiciliati) nel

Laboratorio Analisi Unico Provinciale.
L’esito del FIT si esprime in:

1. negativo 0-99 ng/ml;
2. positivo > 100 ng/ml;

3. non idoneo, da ripetere.

La procedura di campionamento prevede che 1’utente che aderisce al programma di

prevenzione:

4. raccolga le feci in un contenitore asciutto e pulito;

5. eviti di contaminare le feci con urine, sangue mestruale o altri liquidi;

6. utilizzi I’apposito flacone di prelievo;

7. collochi il flacone nella apposita bustina di plastica e lo conservi in frigorifero fino al

momento della consegna.>®

Screening di 11° livello in E-R

I soggetti FIT positivi vengono contattati telefonicamente, dal personale sanitario del Centro
Screening Oncologici, per fissare I’appuntamento per la colonscopia e per un colloquio
preliminare durante il quale viene rilevata I’anamnesi del paziente e gli vengono consegnati sia
le istruzioni per la dieta e che per la preparazione intestinale, da effettuare necessariamente

prima di sottoporsi alla colonscopia.

La colonscopia ¢ I'unica metodica che permette di osservare e ispezionare tutto il colon e allo
stesso tempo consente di rimuovere agevolmente le lesioni polipoidi (polipectomia) precursori
del cancro. Prima di eseguire la colonscopia e il soggetto deve essere dettagliatamente

informato dei vantaggi, degli svantaggi e dei rischi dell’esame.
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Dopo aver raccolto la firma del consenso informato si potra effettuare I’esame.

L’efficacia della colonscopia nella prevenzione del CCR dipende da diversi fattori, fra cui

I’adeguatezza della preparazione intestinale.

Per almeno 1 3 giorni precedenti I’inizio della preparazione intestinale ¢ necessario che il

paziente effettui una dieta priva di scorie.

Un’inadeguata preparazione intestinale riduce infatti la percentuale di raggiungimento del
cieco, aumenta sia il missing di lesioni coliche, che la percentuale di complicanze e il disagio
del paziente, prolunga il tempo di esecuzione dell’esame e aumenta i costi del SSR, poiché

impone necessariamente la ripetizione dell’esame.
Per quanto riguarda la pulizia intestinale ¢ raccomandabile:

1. Tutilizzo di soluzioni a base di PEG ad alto volume o a basso volume, tenendo presente
che le soluzioni a basso volume sono ugualmente efficaci e hanno una maggiore
accettabilita da parte dei pazienti;

2. Tutilizzo dello schema di preparazione “split-dose” rispetto allo schema “single-dose”;

3. eseguire la colonscopia tra le 4 e le 7 ore dalla fine della preparazione.

La colonscopia viene effettuata inserendo nel canale anale un tubo flessibile dal diametro
di circa 1 cm e della lunghezza di circa 150cm, detto colonscopio, all’estremita del quale ¢
inserita una telecamera che permette di visualizzare I’intestino su un monitor. E un esame
che provoca un fastidio costante, ma in genere non ¢ doloroso.

Se il paziente lamenta dolore possono essere somministrati farmaci per via endovenosa.
Durante 1’esame 1l paziente viene sdraiato sul lettino in decubito sinistro e lo strumento
viene lentamente introdotto fino a raggiungere il colon destro ed il cieco. La durata
dell’esame risulta variabile a seconda della conformazione dell’intestino e della possibilita
di effettuare manovre operative (biopsie, polipectomie ecc.).

Una volta terminato 1’esame, ¢ previsto un breve periodo di riposo in seguito al quale, se
non ¢ stata usata alcuna sedazione, il paziente potra tornare al proprio domicilio. Se invece
sono stati somministrati farmaci per il controllo del dolore o sono stati asportati polipi, il

paziente potra lasciare I’ambulatorio dopo 2-3 ore di osservazione.

Al termine dell'esame 1 pazienti riceveranno il referto con le indicazioni post-procedura,

’eventuale indicazione per il ritiro dell’esame istologico e le indicazioni per il follow-up.®
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Nel percorso di screening ¢ necessario porre molta attenzione alla qualita delle prestazioni

fornite in ogni loro aspetto.

I parametri di qualita richiesti, ¢ monitorati dalla Regione tramite un tracciato record,

impongono:

1. la completezza dell’indagine, ovvero il raggiungimento del ceco. In caso di mancato
completamento I’esame colonscopico deve essere ripetuto o deve essere effettuato un
esame alternativo, quale il clisma opaco o la colon-TC. Tale indicazione si estende
anche ai casi di mancato completamento per stenosi neoplastica invalicabile;

2. laripetizione nel piu breve tempo possibile, e comunque entro 3 mesi, in caso di toilette
inadeguata;

3. l’asportazione dei polipi, se tecnicamente possibile, deve essere effettuata durante
I’indagine che li ha diagnosticati (accettabile la non asportazione contestuale per i polipi
oltre i 2 cm);

4. la definizione della procedura di gestione del paziente portatore di pacemaker o
defibrillatore, in accordo con gli specialisti cardiologi, come pure la definizione di
indicazioni alla profilassi antibiotica, alla luce delle linee guida dell’America Heart
Association del 2007, dell’American Society for Gastrointestinal Endoscopy (ASGE)
2008 e delle linee guida della European Society of Cardiology del 2009. Se il paziente
¢ portatore di pacemaker ¢ necessario concordare con il cardiologo il comportamento

da seguire in caso di resezione endoscopica.*’

La necessita di condivisione dei referti con il Centro Screening comporta una particolare
attenzione nella loro stesura che deve risultare informatizzata e quanto piu completa e precisa

possibile, evitando 1’utilizzo di sigle e classificazioni non chiarite.
Il referto di ogni colonscopia deve necessariamente riportare le seguenti informazioni:

1. 1 dati anagrafici completi;

2. l’indicazione se ¢ stata eseguita o meno la sedazione; se eseguita devono esser esplicitati
1 prodotti utilizzati e relativi dosaggi;

3. lindicazione della bonta delle toilette anche in funzione della possibilita, nel caso risulti
scarsa, di attribuire un follow-up o, in alternativa, di riprogrammare 1’indagine nel piu

breve tempo possibile.
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I criteri per la valutazione della qualita della toilette intestinale si riassumono cosi:
buona/ottimale (mucosa visualizzabile al 100%), sufficiente/meno che ottimale (mucosa
visualizzabile al 75% ma con feci aspirabili), insufficiente/inadeguata (con feci solide)
e visione impossibile (tale da non consentire la progressione dello strumento);
raggiungimento del cieco, con documentazione fotografica: in caso di esame incompleto
indicare il punto raggiunto ed il motivo dell’interruzione e la data in cui si effettuera
I’esame di completamento;

numero di lesioni individuate, asportate e recuperate, loro sede, forma e dimensione.
manovre eseguite, con indicazione degli accessori utilizzati;

complicanze procedurali immediate o tardive;

diagnosi endoscopica;

eventuali indicazioni motivate a ripetere 1’indagine;

10. nome e cognome degli operatori presenti durante I’esame (medici e infermieri);

11. indicazioni post-procedura (FU).

E importante ricordare che non sono richieste indagini di laboratorio pre-colonscopia nemmeno
nei pazienti in trattamento con anticoagulanti orali per 1 quali sono stati concordati protocolli di

comportamento univoci.

E altresi importante ricordare che la colonscopia non ¢ scevra da complicanze che possono

essere classificate in endoscopiche e mediche.

Complicanze Endoscopiche:

1. emorragie in corso di esame: piu frequenti in seguito a biopsie/polipectomie o
nei pazienti affetti da malattie del fegato o in soggetti in trattamento
anticoagulate o antiaggregante piastrinico; >

2. perforazione del colon diretta, tramite lo strumento, o indiretta, tramite
I’insufflazione inadeguata d’aria. E un evento raro ma grave che puo richiedere
’intervento chirurgico. Si manifesta in 0,3 casi su 1000;>°

3. trauma splenico: ¢ un evento raro ma grave che puo richiedere 1’intervento

chirurgico.

40



Complicanze Mediche:

1. complicanze cardiache, respiratorie o neurologiche: solitamente legate al
peggioramento di una malattia consistente;*’

reazioni allergiche a farmaci;

complicanze legate a procedure anestesiologiche;

batteriemie;

w»ok »w N

dislocazioni protesiche.*

1.11 - Protocollo operativo per la provincia di Ferrara

Nell’ambito del Provincia di Ferrara I’organizzazione dello screening di prevenzione prevede
I’invio di tutti i campioni ad un unico Laboratorio Analisi. I possibili risultati sono positivo,
negativo e inadeguato.

FIT negativo: I’utente ricevera direttamente al domicilio, entro 15 giorni, la risposta con I’invito

a ripetere il test dopo 2 anni.

TEST inidoneo: I'utente ricevera direttamente al domicilio 1’invito a ripetere il test.

FIT positivo: 1’utente sara invito ad eseguire una colonscopia presso il Servizio di Endoscopia

Digestiva di riferimento.

I pazienti con FIT positivo vengono contattati telefonicamente dal Centro Screening per
concordare un appuntamento per un colloquio con un operatore sanitario: in questa occasione
viene consegnato al paziente il referto del FIT, fissato I’appuntamento per 1’esame endoscopico
(entro 30 giorni dalla risposta del test), comunicato il tipo di preparazione necessaria per la

pulizia intestinale e ogni altra informazione utile all’esecuzione dell’esame.

Eventuali note informative relative alla esecuzione dell’esame endoscopico potranno essere

ottenute telefonando direttamente al Servizio di Endoscopia Digestiva di riferimento.

A Ferrara sono 4 1 Centri di Endoscopia Digestiva dell’AUSL e dell’Azienda Ospedaliera
Universitaria S. Anna che si fanno carico delle indagini di secondo livello rispettando le
modalita stabilite a livello regionale che prevedono, in particolare, I’esecuzione dell’esame
endoscopico entro 30 giorni dall’esito positivo del test.

In caso di incompletezza o inattendibilita, per vari motivi, dell’esame endoscopico, 1 pazienti
vengono invitati ad eseguire la colonscopia virtuale o colon Tac. La colonscopia puo risultare

negativa, positiva per polipi o suggestiva per neoplasia.
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Colonscopia negativa: il paziente sara invitato dal Centro Screening ad eseguire un FIT di

controllo a distanza di 5 anni dalla colonscopia. In questo caso il Centro Screening provvedera

a ricontattare con I’invio di una lettera al domicilio dell’utente a tempo debito.

Colonscopia positiva per polipi: il paziente sara invitato a sottoporsi a follow-up endoscopico.

11 follow-up sara calibrato a seconda delle linee guida Regionali che valutano le caratteristiche
(dimensioni, istologia) e il numero dei polipi riscontrati. L’appuntamento per il successivo

controllo endoscopico sara inviato al domicilio del paziente dal Centro Screening.

Colonscopia suggestiva per neoplasia: il paziente verra invitato ad un ricovero presso il D.H.

Gastroenterologico Azienda Ospedaliera Universitaria S. Anna e D.H. di riferimento dei presidi
ospedalieri Azienda USL, per la opportuna stadiazione. Durante tale ricovero si procedera ad

una valutazione collegiale.

Se operabile, il paziente verra inviato al Reparto chirurgico per l’intervento. Prima della
dimissione, un’ulteriore valutazione collegiale stabilira il follow-up piu adeguato con

conseguente presa in carico dalla Unita Operativa di competenza.
Se inoperabile, verra stabilito il percorso terapeutico e di sostegno piu opportuno per il paziente

A Ferrara a coloro che rifiutano di sottoporsi alla colonscopia puo essere proposta in alternativa
la colonscopia virtuale, chi rifiuta (rifiuto firmato) anche quest’ultima verra nuovamente

invitato per il FIT dopo 2 anni.

Diversi studi hanno dimostrato che la colonscopia virtuale ¢ una metodica accurata per la
diagnosi del CCR che offre un'alternativa altrettanto sensibile e meno invasiva alla
colonscopia®!, questo esame perd non rileva in modo altrettanto accurato polipi di piccole
dimensioni (< 6 mm) che hanno comunque una probabilita, ancorché bassa, di trasformarsi in

tumori maligni.*?

La colonscopia virtuale ¢ una metodica radiologica non invasiva di uso ormai consolidato nella
pratica clinica. La colonscopia virtuale ¢ stata descritta per la prima volta nel 1994 e consente

di studiare la parete del colon simulando la colonscopia tradizionale.

La colonscopia virtuale ¢ eseguita con apparecchiatura di Tomografia Computerizzata

Multistrato (TCMS) ed utilizza radiazioni ionizzanti (raggi x).

Essendo una simulazione computerizzata, a differenza della colonscopia tradizionale, la

virtuale viene condotta senza introdurre nel colon sonde e pertanto non ¢ invasiva.
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Prima di eseguire I’esame viene somministrato, per via orale, un mezzo di contrasto iodato

idrosolubile che aiuta a riconoscere le eventuali feci residue dopo la pulizia intestinale.

Quando la si propone ai pazienti ¢ importante sottolineare che la superficie mucosa del colon
viene evidenziata come in una animazione grafica, pertanto non ¢ possibile eseguire procedure
diagnostiche/terapeutiche quali la polipectomia, pertanto nel caso sia identificata una lesione

polipoide, si rende necessaria I’esplorazione con la colonscopia tradizionale*?

Va sottolineata, tra 1 limiti della metodica, la difficolta identificare le lesioni piatte (difficili
comunque da identificare anche con altri esami), mentre si possono evidenziare le irregolarita
della superficie (come nel caso di polipi o tumori), buchi di parete (come nel caso di diverticoli),

stenosi e ostruzioni del lume.

La colonscopia virtuale consente di identificare piu del 90% dei polipi di almeno 1 cm di
diametro, di completare lo studio del colon nel caso di una colonscopia tradizionale incompleta,

di identificare la presenza di diverticoli.

L’esame consiste nell’introduzione attraverso il retto di una sonda di piccole dimensioni e
tramite meccanismo manuale, o mediante insufflatore automatico, viene insufflata aria o
anidride carbonica. Utilizzando una bassa dose radiante vengono effettuate 2 scansioni, a
respiro trattenuto, della durata media di 10 secondi ciascuna, una in posizione supina € una in

posizione prona.

L’utilizzo di entrambi i decubiti permette di ottenere un differente posizionamento dell’aria nei
vari segmenti intestinali, una ridistribuzione nelle sedi declivi del contenuto fluido e la

mobilizzazione di eventuali residui fecali solidi.

1.12 - 11 Follow up nello screening

Un programma di screening non puo limitarsi solamente all’identificazione e all’asportazione
di lesioni neoplastiche ma deve occuparsi anche del monitoraggio, caratterizzato da controlli
periodici, di follow up. Quest’ultimo mira al controllo dell’efficacia dei trattamenti medici e
riduce la probabilita di recidive. Le linee guida europee** raccomandano:
1. per casi a basso rischio, caratterizzati da un adenoma o due adenomi entrambi di
dimensioni inferiori ai 10 mm, di procedere con un controllo endoscopico dopo 5 anni
e FOBT dopo altri 5;
2. per casi a rischio intermedio, che presentano dai tre ai quattro adenomi piccoli 0 uno

con dimensioni maggiori ai 10 mm, di intervenire con controlli periodici ogni tre anni;
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3. per casi ad alto rischio con piu di 5 adenomi o almeno uno con dimensioni maggiori di

20 mm, un follow-up con scadenza annuale.

I1 follow-up risulta essere un metodo con elevata potenzialita nel miglioramento del tasso di
sopravvivenza, come dimostrato dalla meta-analisi condotta da S. Pita-Ferandez® e colleghi e

quella da Rosen.*¢

Le indicazioni di FU adottate nel programma di SCR sono il frutto della integrazione fra le linee
guida desunte dalla letteratura internazionale (e dalle Linee Guida Europee specifiche)* e le
esperienze dei professionisti delle Aziende sanitarie della regione Emilia-Romagna e vengono

periodicamente sottoposte a revisione e aggiornamento.

Viene considerato come esame di follow-up il primo che segue al raggiungimento di un “clean

colon”.

Le indagini eseguite nel percorso di eradicazione di una lesione (es. un grosso polipo) e di
lesioni multiple o per toilette insufficiente non vengono definite quali esami di follow-up. In
Tabella 1 sono elencate le raccomandazioni per il primo follow-up e per quelli successivi in
funzione delle caratteristiche delle lesioni rimosse alla luce delle recenti indicazioni delle Linee
Guida Europee (Figura 9) nelle quali si modifica sostanzialmente il F-U delle lesioni a basso

rischio.*’

Figura 9. FU secondo recenti indicazioni delle Linee Guida Europee

Baseline colonoscopy (CS)

Low risk Intermediate risk
1-2 adenomas 3-4 small adenomas
and or
both small (<10 mm}) at least one 10 mm -19 mm
and tubulor and low grade neaplasio® or villous or high grade neoplasio®
| !
A B
| I
Routine
Screening® 3 years
Notes Findings at surveillance CS Findings at surveillance CS
! Baseline colonoscopy must be complete in - - ) ]
ortler to accurately assess risk. One negative exam = 5 yearly Megative, low orintermediate = 3 yearly
# Optional additional criteria . o rlek adenamas
I Cile coesateration age farnily history Two consecutive negative exams  — Routine Screening® .
accuracy and ompleteness of examination Lew of intarmediate risk adenomas — B Two consecutive negative exams  — 5 yearly
“ Clearing cobonoscopy to chedk for missed High risk ad S
leslans High risk adenomas ~=C EUEE B
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1.13 - Scenari futuri per lo screening del CCR

Lo sviluppo dei sistemi biologici ha rivoluzionato diversi aspetti della ricerca sul cancro e sulle
strategie di screening colo-rettale per l'identificazione di nuovi biomarkers che nel futuro
potrebbero dimostrare una miglior rapporto costo/beneficio rispetto alle metodiche di screening
attualmente in uso.*

Sulla base delle conoscenze attuali sono in sperimentazione:
- la videocapsula;
- la ricerca del DNA nelle feci (Gene Based screening);
- la "metabolomica’;
-1 VOC (Volatile Organic Compounds);
- il riconoscimento olfattivo con i cani addestrati;

- il naso elettronico.

- Videocapsula -
Un recente lavoro pubblicato su Gastroenterology® si & dimostrato che la capacita diagnostica

della colonscopia con videocapsula ¢ nettamente migliorata rispetto al passato.

In questo studio 884 pazienti asintomatici (idonei allo screening del cancro colon-rettale) sono
stati indagati tramite colonscopia con videocapsula di seconda generazione (Pillcam Colon 2)
e successivamente tramite colonscopia tradizionale (utilizzata come esame di controllo da un
medico non a conoscenza del risultato dell’esame con videocapsula). Dal confronto ¢ emerso
che la nuova videocapsula ha una sensibilita del 100% per le neoplasie maligne e una sensibilita

dell’88% e specificita dell’82% per gli adenomi di dimensioni = 6 mm.

Questo lavoro ha messo pero in evidenza due criticita che ad oggi ne limitano 1’utilizzo: la
adeguata pulizia del colon, che nella colonscopia con videocapsula deve essere molto piu
accurata ed energica rispetto alla colonscopia tradizionale, e la velocita del transito intestinale

che non deve superare 1 40 minuti.

Infatti, per una adeguata esplorazione del colon, un transito piu veloce non consente
un’adeguata esplorazione della regione anatomica. Proprio queste due criticitd nel 9% dei

pazienti sottoposti allo studio I’indagine non ¢ stata attendibile.

Tra 1 fattori limitanti I’utilizzo di questa tecnica va aggiunta:
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a) L’impossibilita di eseguire prelievi di mucosa, pertanto non ¢ possibile eseguire
procedure diagnostiche/terapeutiche quali la polipectomia e la biopsia, se il paziente
dovesse averne bisogno dovrebbe essere indirizzato ad una successiva colonscopia
convenzionale;

b) II rischio di ritenzione (blocco) della capsula, che ne limita le indicazioni d’uso
escludendo dal suo possibile utilizzo i pazienti con restringimenti intestinali, malattie
infiammatorie, aderenze, subocclusione.

¢) L’elevato costo. La colonscopia con videocapsula nel nostro paese non ¢ coperta dal

SSN per cui il paziente risulta a carico del paziente stesso.

Pertanto, la colonscopia con videocapsula non pud essere proposta come procedura per lo
screening di popolazione del CCR e la colonscopia convenzionale rappresenta ancora oggi il

mezzo migliore per la diagnosi delle neoplasie benigne e maligne del colon.*°

- Ricerca del DNA nelle feci (Gene Based screening) -

La neoplasia del colon tende a esfoliare continuamente cellule nel lume intestinale in quantita
superiore rispetto alla mucosa normale, pertanto il DNA o RNA derivante dalle cellule tumorali
puo essere isolato e testato per verificare la presenza di mutazioni e cambiamenti epigenetici

acquisiti durante la cancerogenesi.

Tali test mirano a individuare la presenza di DNA o RNA aberrante, derivante dalle cellule
neoplastiche. Le mutazioni dell’oncogene K-ras sono quelle piu studiate ed in molti studi la
sensibilita di questo metodo sul gene ¢ risultata non superiore al 50%. Altri marcatori genetici,
oltre la mutazione del k-ras, (mutazione in APC, marcatori della repressione dell’apoptosi)

sembrano aver una buona sensibilita per gli adenomi.

Uno studio condotto da un gruppo di ricercatori dell’Universita di Indianapolis e pubblicato nel
2014 sul New England Journal of Medicine, ha indagato una coorte di 9.989 pazienti, con un’eta
compresa tra 1 50 e gli 84 anni aderenti al programma di screening per CCR. La coorte ¢ stata
arricchita, nel tentativo di aumentare la prevalenza del cancro, con un gruppo di persone di eta

superiore ai 65.

Lo studio aveva come endpoint primario la valutazione dell’efficacia di un nuovo test
multitarget basato sul DNA presente nelle feci che aveva come target le mutazioni del gene che
codifica per la proteina KRAS (principale marcatore del CCR), oltre ad aberrazioni del gene

NDRGH4, stato di metilazione del gene BMP3 (altri marker tumorali) e B-actin.
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La sensibilita del test ¢ risultata del 92.3% per il CCR e del 93.3% per le lesioni polipoidi allo
screening. | valori corrispondenti ottenuti con il test FIT sono stati del 73.8% per i tumori

maligni e del 77.3% per gli adenomi. La specificita del test per CCR e per lesioni polipoidi del
test del DNA ¢ stata del 42.4%.

I1 test del DNA ha mostrato quindi ridotta specificita rispetto al FIT nei pazienti con lesioni

lievi (86,6% contro 94,9%) e in quelli con colonscopia negativa (89,8% versus 96,4%).

- La "metabolomica” -

La "metabolomica" ¢ una branca di ricerca sviluppata di recente e consiste nell’analisi degli
endpoints del metabolismo cellulare, eseguita utilizzando tecnologie ad elevata produttivita in
grado di compiere un’analisi simultanea di molti tipi di micromolecole, le quali riflettono lo
stato del metabolismo cellulare. Tra questi ci sono la risonanza magnetica nucleare
spettroscopica, la cromatografia liquida ad alta performance e la gas-cromatografia associata a

spettrometria di massa (GC-MYS).

Il metaboloma, che pud essere definito come l'impronta digitale del fenotipo cellulare, ¢
costituito da circa 2000-3000 piccole molecole o metaboliti®!, che rappresentano il prodotto
finale dei processi cellulari globali. Su questo sfondo, ¢ stato postulato che diverse malattie
siano caratterizzate da uno specifico profilo metabolomico®! e per queste analisi possono essere

utilizzati diversi tipi di campioni biologici, incluse feci, urine, siero, saliva e respiro.

- VOC (Volatile Organic Compounds) -
I VOC (composti organici volatili) sono composti che hanno diversa natura chimica a seconda
della tipologia di carcinoma e sono originati dalle cellule “malate” a causa della modificazione
dalla perossidazione lipidica delle membrane cellulari, derivante da alterazioni genetiche e/o
mutazioni della struttura proteica della membrana delle cellule tumorali e al relativo incremento

della prevalenza di specie reattive dell'ossigeno.>

I principali VOC sono rappresentati da idrocarburi come benzene, alcani e aldeidi (o loro
derivati). 1 VOC, che presentano un’alta pressione di vapore a temperatura ambiente, possono
essere identificati sia direttamente, ossia nell’ambiente che circonda la cellula, che
indirettamente, tramite il respiro, dopo esser stati convogliati dal flusso sanguigno agli alveoli
polmonari. I VOC presenti nell'aria espirata, furono isolati per la prima volta da Pauling e

colleghi nel 1971.33
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Sono composti chimici gassosi, a base di carbonio, individuabili non solo nel respiro ma anche

in diverse tipologie di secrezioni come sudore, feci e urine.>

I VOC, ovunque siano essi prodotti nel corpo, possono raggiungere gli alveoli polmonari, dai

quali vengono esalati, permettendo la loro quantificazione attraverso una metodica oggettiva.

VOC contenuti nelle feci o direttamente nell’intestino nei soggetti sani, derivano per la maggior
parte dal microbiota intestinale del colon, in seguito ai processi di fermentazione e al susseguirsi

delle varie fasi del metabolismo dei microorganismi stessi.>> %%

Diversi studi che hanno dimostrato che ciascun tipo di tumore, inclusi il carcinoma del polmone,
quello della mammella, il melanoma, il mesotelioma e il carcinoma epatocellulare, si
caratterizza per un profilo di VOC specifico, completamente differente dalla

normalita,>%->9:60.:61.62

E noto in letteratura e verificato da test di laboratorio, che i VOC generati dal CCR influenzano

anche la composizione delle feci, alterandone I’odore.

Per identificare la presenza dei VOC i sensori nanostrutturati in ragione, della loro sensibilita,
versatilita e rapidita nell’ottenimento dei risultati, appaiono come candidati ideali per

implementare gli strumenti diagnostici attualmente utilizzati.®

- Riconoscimento olfattivo con cani addestrati -

Nel 2004 un gruppo di ricercatori britannici ha pubblicato sul British Medical Journal il primo
studio sistematico della capacita diagnostica dei cani. Successivamente diversi gruppi di ricerca
hanno sfruttato le potenzialita dell’olfatto canino per riconoscere specifici VOC da campioni di

urine, respiro, sangue e feci.®*

I cani possiedono oltre 300 milioni di recettori olfattivi ed una regione cerebrale deputata al
senso dell’olfatto con un’estensione pari a 40 volte quella dell’'uomo. Questo porta 1’olfatto
canino ad esser altamente specializzato nel riconoscimento e nell’interpretazione dei segnali

olfattivi.

I risultati degli studi pubblicati per la discriminazione delle neoplasie di prostata, polmone,
vescica e mammella, hanno mostrato tassi di sensibilita tra il 64 e il 99% e di specificita tra il

29 e il 99%.%4

Nell’ipotesi di immaginare per lo screening ’utilizzo dei cani addestrati, vanno considerati i

potenziali elementi confondenti, ad esempio la possibilita che 1 cani possano ricordare
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determinati odori, ma non necessariamente quelli corrispondenti alle componenti volatili
rilasciate dalle cellule tumorali e il fatto che I’addestramento ed il mantenimento di cani deputati
a questo tipo di analisi € un processo estremamente dispendioso. Va tenuto conto anche della
non omogeneita dei contesti analizzati e quindi il possibile impiego di cani con diversi livelli
di addestramento. Oggi le nuove tecnologie sono quindi volte a individuare strumenti che
emulino il sistema olfattivo animale e che siano maggiormente fruibili, economici, precisi,

riproducibili e veloci.®

- Naso elettronico -

I1 primo “naso elettronico” ¢ stato sviluppato negli anni Novanta e si trattava di un dispositivo
basato su un’innovativa filosofia di funzionamento: non piu deputato alla quantificazione
dettagliata della di singoli elementi o molecole, ma in grado di quantificare diverse classi di
composti contemporaneamente presenti, non mediante 1’analisi diretta del campione, ma
dell'headspace o “spazio di testa”. La tecnologia dello spazio di testa richiede 1’utilizzo di
contenitori che contengano, circondino e sigillino ermeticamente gli oggetti di interesse. Dei
gas inerti vengono fatti passare nello spazio contenente 1’oggetto, o nel vuoto, in modo tale da
rimuovere i composti odorosi dallo spazio di testa. Il naso elettronico funziona con principi
simili a quelli dei recettori olfattivi: capta i composti volatili tramite una serie di sensori che
dopo averli rilevati inviano i segnali ad un software per 1’elaborazione dei dati. La definizione
di “naso elettronico” proposta da Gardner e Bartlett, attualmente accettata, ¢: “Un naso
elettronico ¢ uno strumento che comprende una serie di sensori chimici non specifici ed un

sistema di pattern recognition in grado di riconoscere sia odori semplici che complessi”.®

1.14 - SCENT Al

SCENT Al ¢ uno strumento incentrato sulla diagnosi preliminare specifica del CCR sin dallo
stadio di adenoma attraverso analisi dei VOC specifici per il CCR. L'Universita di Ferrara, nel
laboratorio di Sensori (LS), ha brevettato il dispositivo SCENT A1, ora di proprieta della startup
SCENT S.r.1. (brevetto n° IT RM20140595).57

SCENT ALl si basa su un array di sensori nano-strutturati a base di polveri di semiconduttori,
capaci di monitorare piccole variazioni di concentrazioni gassose dell’ordine delle decine di
parti per miliardo (ppb), in linea con le variazioni dei VOC all’interno del corpo umano. Ogni
sensore reagisce a diverse frazioni della miscela dei VOC producendo un cambiamento di

resistenza specifico del sensore.
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Sono molti gli studi sulla fisica delle nanostrutture che mostrano la capacita delle nano-polveri

semiconduttrici di rivelare gas anche quando presenti in minime concentrazioni.

La combinazione delle singole misurazioni di diversi sensori crea una vera e propria "impronta
digitale" olfattiva, che pud essere poi analizzata tramite algoritmi di riconoscimento dei

pattern.686?

SCENT Al, attualmente in forma prototipale, ¢ un dispositivo portatile, di semplice utilizzo,
con costo contenuto, che applica sensori a base di ossidi metallici nanostrutturati, estremamente
versatili alla rivelazione di specifici gas marcatori presenti nelle esalazioni gassose fecali di
pazienti che partecipano allo screening di prevenzione del CCR e che risultano avere il FIT

positivo.

La tecnologia di SCENT Al

I1 dispositivo SCENTAL ¢ dotato di un sistema pneumatico che permette di indirizzare un flusso
d’aria proveniente dall’ambiente esterno all’interno del box che contiene il campione da

analizzare; da qui, I’aria contaminata dai gas fecali, arriva all’unita sensibile del macchinario.

Figura 10. Struttura del sensore chemoresistivo: il materiale semiconduttore nanostrutturato viene
collocato su un substrato di allumina, due elettrodi d’oro a forma di pettine e una bobina di platino
(riscaldatore) per raggiungere la temperatura di lavoro desiderata.

(a) .— SENSOR FILM

GOLD CONTACTS

ALUMINA
SUBSTRATE

PLATINUM
HEATER
INSULATING LAYER

(b)

PLATINUM
HEATER

L’interazione (interferenza) con I’ambiente esterno dell’array di sensori viene ridotta grazie

all’utilizzo di filtri al carbone e di filtri antibatterici con dimensioni dei pori di di 0,2 u L’aria
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cosi filtrata, insufflata da un’apposita pompa, scorre lungo il circuito, trasportando 1’aria
contaminata dai gas fecali dal box fino all’unita dove sono contenuti i sensori che in tal modo
vengono “stimolati”. Infatti i sensori a contatto con 1 gas, variano la loro resistenza, ed € proprio

questa variazione che consente di distinguere le differenti miscele di gas.

Ognuno dei 5 sensori (Figura 10) ¢ formato da un sottile film di materiale semiconduttore
nanostrutturato, ¢ in base alla sua composizione e al gas target, presenta una specifica

temperatura di lavoro.

Attualmente SCENT A1l ¢ in forma di MVP (Minimum Viable Product) brevettato in Italia
Germania e Regno Unito (brevetto n°® IT RM20140595).57 Nello sviluppo di un prodotto
innovativo, il prodotto minimo funzionante (MVP) ¢ il prodotto con il piu alto ritorno sugli
investimenti rispetto al rischio. Un semplice schema per spiegare il suo funzionamento e la
descrizione del macchinario SCENT A 1 ¢ mostrato in Figura 11, mentre I’immagine del

prototipo ¢ mostrata in Figura 12.

Figura 11. Schema del funzionamento del dispositivo [patent n°® IT RM20140595]. 1l deviatore di flusso
permette di far passare I’aria sui sensori che generano la risposta (modalita measure) o di bloccare il

flusso d’aria, e la misura, e le esalazioni sono spurgate fuori (modalita exhaust).
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Figura 12. Immagine del dispositivo SCENT A1l [patent n° IT RM20140595].

3

In futuro saranno necessarie modifiche all’elettronica e al packaging per renderlo “user-

friendly” e meno ingombrante.

Attualmente il laboratorio dove vengono effettuati i test sui sensori risulta composto da:
1. flussimetri per la miscelazione dei gas;
2. sensori e camera di misura;

3. sistema di acquisizione dei dati.

1. Flussimetri per la miscelazione dei gas

I gas che veicolano i VOC sono contenuti all’interno di bombole connesse, tramite tubi di
teflon, al misuratore di portata o flussimetro. Il misuratore di portata permette di impostarne il
flusso d’aria verso le camere di misura dove sono posizionati i sensori. Per capire quale flusso

debba essere impostato, ¢ necessario tener conto della seguente relazione:

_ Ftot -C
Cp

F

Ftot: flusso totale che attraversa il flussimetro (in questo caso 500 cm?standard/minuto — sccm)
C: concentrazione di gas inviato alla camera di misura
C»: concentrazione di gas nella bombola (certificata dal fornitore).

2. Sensori e camera di misura

Al centro della camera di misura si trova il diffusore attorno al quale sono posizionati i 5 sensori

chemoresistivi (esempio di sensore schematizzato in Figura 13).
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Figura 13. Sensore nanostrutturato per gas bondato con fili d’oro al suo supporto, e schematizzazione

della sua struttura
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In ogni camera di misura ¢ possibile collocare fino ad otto sensori, insieme ai sensori di umidita

e di temperatura.

I1 gas per poter sollecitare tutti i sensori nello stesso istante deve esser diffuso uniformemente

all'interno della camera (Figura 14).

Figura 14. Sensori all'interno della camera (sinistra) e la camera ermeticamente sigillata (destra).

i

Per poter rilevare i cambiamenti di conduttanza dei sensori quando stimolati ¢ necessario

inserirli all'interno di un circuito elettrico. (Figura 15)
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Figura 15. Schema del circuito elettrico ove ¢ inserito il sensore.

I -Vcc Vout

Ogni singolo sensore ¢ inserito in un circuito elettrico che ¢ un amplificatore operazionale in
configurazione invertente (OA): il segnale in entrata ¢ connesso al polo negativo

dell'amplificatore, mentre il polo positivo ¢ messo a terra.

Alla fine dei resistori Ry e Ry abbiamo rispettivamente i valori di voltaggio Vi, € Vou, quindi:

Vour _ Vin
R R

| guadagno ¢ dato da:
VOUC — &
Vin Rs

Ponendo Vi, = -5V, in ragione del breve circuito virtuale agli input dell'amplificatore

operazionale in configurazione invertente OA, l'entrata invertente si trova allo stesso potenziale
dell'entrata non-invertente. Il sensore ¢ cosi soggetto ad una costante differenza di potenziale
di 5V fintanto che I'OA lavora a valori lontani dalla saturazione. Essendo 1 valori di Vi, € Ry

conosciuti e costanti, il voltaggio in uscita Vi, € proporzionale alla conduttanza:

1
Vour = —Rg - Vip - R —cost - G

N

G: conduttanza in presenza del gas
Guir- conduttanza in assenza del gas.

L'espressione della risposta assume una forma semplice, indipendentemente dai parametri del

circuito:
G Vou(gas)

Gair Vair

dove le formulazioni del gas o dell'aria indicano la presenza o I’assenza del gas da misurare.
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Ogni sensore ha un proprio riscaldatore che consiste in una bobina di platino nella quale la
temperatura aumenta linearmente con la resistenza. Il circuito del riscaldatore ¢ rappresentato

in Figura 16.

Figura 16. Circuito del riscaldatore

O

Sensor
Vj Ry,

La relazione tra temperatura e resistenza ¢ la seguente:

R, =Ry (1+aT + BT?)

Ry resistenza alla temperatura della camera;

Roresistenza a 0°C;

T temperatura alla quale si vuole impostare il sensore;

a e 3 costanti caratteristiche del materiale.

Nel caso specifico del platino, esse sono: a= 0.003263 °C; (7) e p=—6.6668 - 1077 °C%; (8)

E possibile determinare Ry misurando la resistenza alla temperatura della camera ed invertendo

la relazione. Scegliendo poi la temperatura di lavoro, € possibile trovare la corrispondente Rp.

Applicando un voltaggio V' al circuito, la corrente che circola, in accordo con la Legge di Ohm,

sara:

dove V;, ¢ stabilita da chi opera sul circuito, mentre la corrente ¢ misurata dall'alimentatore. E
quindi possibile variando V} controllare e modificare direttamente R, e anche la temperatura

dei sensori
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3. Sistema di acquisizione dei dati

La conversione dello stimolo registrato dai sensori in un segnale comprensibile e quantificabile

per ’operatore (Figura 17) ¢ realizzata del sistema di acquisizione dei dati.
Il sistema di acquisizione dei dati ¢ costituito da:

1. Un Multimetro K2000 (Keithley) che converte tutti i voltaggi in uscita da segnali analogici
a digitali. In questo modo 1 valori saranno inviati al computer (il multimetro possiede dieci

canali di entrata e una sensibilita di dieci cifre decimali.);

2. Un Software di acquisizione e gestione: consiste in un programma, in TestPoint, in grado di
acquisire tutti gli input dei canali del multimetro (5 sensori per i gas, un sensore di temperatura
e un sensore di umidita), ad intervalli regolari (un’acquisizione ogni cinque secondi). L’utilizzo
di questo software permette di visualizzare il grafico di risposta dei sensori e di controllare ed
eventualmente modificare i valori della tensione di alimentazione per impostare i sensori alla

temperatura desiderata.

Figura 17. Sistema di acquisizione dati: setup sperimentale

Computer
(TestPoint)

DIGITAL MULTIMETER

| ————— HEETRLIN
BOARD

TEST CHAMBER

Power packs

L’individuazione del miglior array possibile di sensori per rivelare 1 principali VOC legati al

CCR era l'obiettivo iniziale di questo lavoro.

Tra1 VOC da riuscire ad identificare ci sono lo 1-iodo-nonano (CoHi9l) e il decanale (CioH200)
(ovvero quelli evidenziati negli studi di Peng’’ et al. e Altomare’'et al.) le cui strutture chimiche

sono mostrate nelle Figure 18-19).
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L’obiettivo era riuscire ad individuare i sensori in grado di rilevare la loro presenza nonostante
la simultanea presenza di tutti gli interferenti generati dalla digestione umana e dall'attivita

batterica della flora intracolica.

Figura 18. Struttura chimica del 1-iodo-nonano

Ho Hy H, H
I
/C“\C/C\C/c"‘\c/c\c/
CH H, H, Ho Ho

Figura 19. Struttura chimica del decanale
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CHa

Una volta compiuti tutti i test di laboratorio e di interferenza tra i componenti di interesse,
combinando Hz, CH4, NO, NO2, SO, H>S, CO, N aria sintetica secca e umida, CcHs, CoHol,
Ci10H200 sono stati scelti i sensori ed ¢ stato sviluppato il dispositivo SCENT Al, (SCENT
S.r.1.). Questo dispositivo € stato testato in uno studio in cui si sono analizzati i campioni di feci
di soggetti sani e di soggetti colpiti da CCR ottenuti grazie alla collaborazione col team di

Chirurgia Generale e Radiologia dell'ospedale Nuovo Sant'Anna di Cona.

Array di sensori utilizzati in laboratorio

Di seguito (Tabella 11) ¢ riportata la combinazione di sensori che caratterizzano 1’array
utilizzato nello studio (i nomi utilizzati sono codici tecnici interni al laboratorio e non si

riferiscono alla formulazione chimica del sensore stesso).
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Tabella 11. La combinazione di sensori dell’array utilizzato

Codice Temperatura di Materiali Dimensioni medie delle
lavoro(°C) nanostrutture (nm)
SmFeOs 350 Ossido di Samario e Ferro 63
TiTaV 450 Ossido di Titanio, Tantalio e Vanadio | 52
ST20 450 Ossido di Stagno e Titanio (20%) 36
In203 350 Ossido di Indio 53
ST25+ Au 450 Ossido di Stagno e Titanio (25%) con | 30

aggiunta di nanoparticelle d’oro

Il dispositivo SCENT Al ¢ stato testato prima in laboratorio, su un intestino artificiale poi, per
calibrare la combinazione di sensori da utilizzare nello studio sono stati testato 19 differenti
materiali, ossidi di metalli che solfuri, per enfatizzare il piu possibile le differenze tra le due
tipologie di campioni: le feci di soggetti sani e feci di soggetti con CRC, raccolte durante

I’intervento chirurgico.

L’intestino artificiale si € ottenuto inserendo e combinando tra loro all’interno della camera di

misura di SCENT A 1:

1. I gas che sono normalmente contenuti nell’intestino medio umano, generati dalla
digestione umana e dall'attivita batterica della flora intracolica, H2, CH4, NO, NO, SO»,
H>S, CO, N2 (che nel paragrafo “Sistema di acquisizione dei dati” sono stati definiti
interferenti);

2. Aria sintetica secca ¢ umida;

3. 1 VOC specifici per il cancro del colon-retto selezionati per I’array di sensori, C¢He,

CoHiol, C19H2007% 7172,

SCENT A1 ¢ stato poi testato analizzando in cieco i 71 campion di feci di persone sane e su 86
campioni di feci di pazienti con cancro, raccolte durante l'intervento chirurgico. I risultati
dell’analisi dei 157 campioni sono stati inseriti nella matrice di confusione in Figura 20. La
matrice di confusione confronta la “classe reale” (actual class) ottenuta attraverso la

colonscopia con la “classe predetta” (predicted class) ottenuta tramite 1’analisi con SCENT A
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1. In ogni colonna sono inseriti i valori predetti, mentre in ogni riga sono inseriti i valori reali.

Questa matrice ¢ quindi una rappresentazione dell’accuratezza dell’analisi.

Figura 20. Matrice di confusione (a sinistra) e curva ROC (a destra) realizzata con 157 campioni

esaminati usando differenti combinazioni di 5 sensori di 19 materiali diversi.
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I1 risultato di questo studio:

I veri positivi (TPR — True positive rate) sono stati individuati con una sensibilita del 95%,

mentre 1 veri negativi (TNR — True negative rate) con una specificita del 95%.

TPR (True Positive Rate): proporzione di pazienti con test positivo tra tutti i veri ammalati;
TNR (True Negative Rate): proporzione di pazienti con test negativo tra tutti i sani.

Curva ROC

La curva ROC (Receiver Operating Characteristics) ¢ una tecnica statistica per misurare
I’accuratezza di un test diagnostico. Permette anche di identificare il valore soglia ottimale,
ovvero il cosiddetto best cut-off, e pertanto di individuare quel valore che massimizza la
differenza tra i veri positivi e i falsi positivi. Per ottenere dei risultati validi utilizzando le curve
ROC ¢ indispensabile che la presenza/assenza di una specifica malattia sia accertata tramite un
esame gold standard (in questo caso I’intervento chirurgico). L’ area sotto la curva ROC ¢ una

misura del potere discriminante del test.

La curva ROC si costruisce considerando tutti i possibili valori del test e, per ognuno di questi,
si calcola la proporzione di veri positivi (la sensibilitd) e la proporzione di falsi positivi. La

proporzione di falsi positivi si calcola con la formula standard: 1 - specificita. Congiungendo i
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punti che mettono in rapporto la proporzione di veri positivi e di falsi positivi (dette coordinate)
si ottiene una curva chiamata appunto curva ROC. L’AUC (Area Under the Curve) ovvero
I’area sottostante alla curva ROC ¢ una misura di accuratezza diagnostica: se un nuovo test
discriminasse perfettamente i malati dai sani, ’AUC avrebbe valore 1, cio¢ il 100% di
accuratezza. Nel caso in cui il nuovo test non discriminasse per niente i malati dai sani, la curva
ROC avrebbe invece un’AUC di 0.5 (o 50%) che coincide con I’area sottostante la diagonale
del grafico. L’area sotto la curva puo quindi avere valori compresi tra 0.5 e 1.0. Tanto piu la
curva si avvicina al vertice del grafico quanto maggiore ¢ la capacita discriminante del test. Un

test diagnostico si considera adeguato se I’aerea sotto la curva ¢ > all’80%.

Per interpretare i valori ¢ possibile riferirsi alla classificazione proposta da Swets, riportata di

seguito.”

1) AUC=0.5 il test non ¢ informativo;

2) 0.5<AUC<0.7 il test ¢ poco accurato;

3) 0.7<AUC<0.9 il test ¢ moderatamente accurato;
4) 0.9<AUCK<I1.0 1l test ¢ altamente accurato;

5) AUC=1 test perfetto.

- Principi di funzionamento dei sensori chemoresistivi -

Il sensore € un dispositivo in grado di generare un segnale, generalmente elettrico correlato alla
grandezza misurata, in risposta alla variazione di una grandezza chimica/ fisica/biologica

esterna.

In particolare, un “sensore chemoresistivo” di gas ¢ un dispositivo che rileva la presenza di uno
o piu gas e che trasduce variazioni delle condizioni chimiche dell’ambiente circostante, come
la concentrazione dei gas, in una variazione della conduttanza. I sensori chemoresistivi sono
composti da uno strato sensibile di semiconduttore, microscopicamente omogeneo, depositato
su un substrato ceramico (o di silicio microlavorato) nel quale sono integrati elettrodi d’oro per

la rilevazione del segnale, e da un circuito riscaldatore.

I sensori hanno il vantaggio di essere di piccole dimensioni, poco costosi, di semplice
funzionamento e utilizzo. Seguono la Regola delle 3-S essendo caratterizzati dalle seguenti

proprieta:
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1. Sensibilita: la capacita di rivelare e misurare concentrazioni di una specie chimica a
livello di ppm, arrivando a decine di ppb per alcuni composti,

2. Selettivita: 1a capacita di rivelare e misurare la concentrazione di una sola specie chimica
in presenza di un mix di sostanze. Questa proprieta risulta massima quando 1 sensori
vengono utilizzati in array (combinazioni di diversi sensori), mentre risulta scarsa per il
singolo sensore;

3. Stabilita: la capacita di eseguire le misure in modo riproducibile nel tempo.

I sensori devono essere fabbricati in modo da favorirne la:

1. Riproducibilita: la resistenza intergranulare puo variare anche con piccole alterazioni
nella preparazione del campione pertanto € necessario usare tecniche che siano
facilmente riproducibili;

2. Stabilita termodinamica: non devono subire variazioni stechiometriche, strutturali o

reazioni irreversibili alla temperatura di lavoro.

- I semiconduttori e il modello a bande -

E ormai di molto tempo fa la scoperta’ che gli atomi e le molecole adsorbite sulla superficie di
un semiconduttore ne influenzano le proprieta quali la conducibilita ed il potenziale
superficiale. Varie furono poi le descrizioni da parte di alcuni autori di tali effetti sulla
conduttanza elettrica dei semiconduttori.”” Non tardarono cosi le prime applicazioni pratiche

di queste scoperte, con la produzione dei primi sensori di gas a semiconduttore chemoresistivi.
Un materiale semiconduttore ha:

1. resistivita compresa tral0 ¢ 10° ohm-cm,

2. conducibilita elettrica che aumenta con la temperatura,

3. ampiezza del gap dell’ordine di elettronvolt.

Le proprieta caratteristiche di un semiconduttore sono generalmente dovute all’agitazione

termica, alle impurezze ed ai difetti reticolari come quelli stechiometrici.

Per poter spiegare il comportamento elettrico di questi materiali ¢ necessario introdurre il

Modello a Bande Elettroniche risolvendo 1’equazione di Schroedinger per un solido cristallino.

Gli elettroni in un materiale cristallino possono assumere solo valori di energia che stanno

all’interno di determinati intervalli o piu specificatamente bande di energia. Secondo il Modello
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a Bande Elettroniche gli elettroni non hanno energie permesse all’interno di certe bande
energetiche. Pertanto, bande di energia permesse sono separate da bande di energia proibite,

chiamate band gap.

In un semiconduttore la banda di energia piu alta popolata di elettroni allo stato fondamentale,
¢ denominata banda di valenza, mentre la banda sovrastante nella quale gli elettroni possono

venire promossi ¢ denominata banda di conduzione

In un semiconduttore perfetto, allo stato fondamentale, la banda di energia completamente
popolata dagli elettroni ¢ quella di valenza, mentre quella superiore interamente vuota ¢ quella

di conduzione.

I semiconduttori alla temperatura di 0 K si comportano come degli isolanti, mentre

all’aumentare della temperatura differiscono da questi ultimi poiché hanno un gap minore.

I1 passaggio di un elettrone dalla banda di valenza a quella di conduzione diventa piu probabile
con I’aumento della temperatura e con la diminuzione del gap. Quando gli elettroni superano il
gap e si portano nella banda di conduzione, se viene applicato un campo elettrico nel cristallo,

sl genera una corrente.

E prassi semplificare il movimento degli elettroni nella banda di valenza considerando I’assenza
di un elettrone come la presenza di un portatore di carica positiva, che viene denominata lacuna.

Elettroni e lacune, contribuiscono alla conducibilita del materiale:

1. nei semiconduttori intrinseci il numero di elettroni in banda di conduzione ¢ uguale al
numero di lacune in banda di valenza ed ¢ determinato unicamente dalla temperatura,

2. nei semiconduttori estrinseci la presenza di impurezze o difetti elettroni mobili o lacune,
in numero disuguale, ma in modo tale che il loro prodotto rimanga costante (legge

dell’azione di massa).
I semiconduttori estrinseci possono essere classificati come:

1. semiconduttori n: se il numero di elettroni ¢ maggiore rispetto a quello delle lacune; il
trasporto di carica ¢ affidato principalmente agli elettroni, cioe alle cariche negative,
2. semiconduttori p: se il numero di lacune ¢ maggiore rispetto al numero degli elettroni e

il trasporto di carica ¢ affidato principalmente alle lacune, cio¢ alle cariche positive.

Attraverso un processo chiamato drogaggio possono essere creati artificialmente 1
semiconduttori estrinseci. Il drogaggio consiste nell’introdurre nel reticolo del materiale
semiconduttore atomi estranei con dimensioni simili a quelle dell'elemento che costituisce il

materiale, che in piccola parte si sostituiscono a quelli del materiale stesso.
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Se queste “impurezze” possiedono un numero di elettroni di valenza inferiore o superiore
rispetto a quelli dell'atomo ospitante, possono fornire elettroni alla banda di conduzione o
lacune a quella di valenza; in questo caso la conducibilita puo essere prevalentemente dovuta

alle lacune (drogaggio p) o agli elettroni (drogaggio n).

Quando le impurezze sono in grado di fornire elettroni di conduzione sono dette donatori,

quando invece sono in grado di fornire lacune sono dette accettori.

E importante sottolineare che cambiano solo gli stati energetici degli elettroni e quindi che il
cristallo rimane complessivamente neutro. Infatti, dal punto di vista del modello a bande

abbiamo:

1. I donatori, che introducono livelli elettronici addizionali, ad energie poco minori
dell’energia corrispondente al limite inferiore della banda di conduzione,

2. Gli accettori che introducono nuovi livelli elettronici nel gap proibito, ad energie
poco maggiori del livello superiore della banda di valenza. Un elettrone che occupa

uno di questi livelli lascia una lacuna in banda di valenza.

Su questo principio si basano 1 semiconduttori di interesse per la sensoristica, sul fatto cioe che
elettroni possano venire trasferiti o rimossi dalla banda di conduzione inducendo rilevanti

variazioni nella conducibilita del materiale.

Sotto condizioni di equilibrio termico, la distribuzione degli elettroni nei diversi livelli
energetici ¢ data dalla funzione di Fermi-Dirac, che fornisce la probabilita di occupazione di

uno stato di energia E in funzione della temperatura assoluta T.

fE) =

L+ exp (E I:TEF)

dove k ¢ la costante di Boltzmann 8,6167 x 107 eV/ i © T il valore assoluto della temperatura.
L’energia di Fermi Er fornisce la probabilita che un livello di energia E sia occupato da un
elettrone; ¢ quel valore di energia Er per il quale f="2, ovvero un livello di energia pari a EF ha

la stessa probabilita di essere trovato pieno o vuoto.

Alla temperatura di 0 K nei metalli tutti gli stati elettronici sotto a Er saranno occupati, mentre
tutti quelli sopra a Er saranno vuoti. A temperature maggiori sara non nulla la probabilita di
trovare qualche elettrone con energia superiore ad Er, probabilita che rimane comunque molto

piccola fintantoché (E - Er) < kT.
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I1 livello di Fermi nei semiconduttori intrinseci (Figura 21a) si posiziona tra la banda di

conduzione e quella di valenza.
Nei semiconduttori estrinseci (Figura 21b):

- se introduciamo elettroni che vanno ad aggiungersi a quelli intrinseci, si crea uno spostamento
del baricentro della distribuzione elettronica, per cui il valore della funzione viene traslato ad

energie piu alte, mantenendo inalterata la forma della funzione di Fermi;

- se introduciamo lacune che eliminano elettroni, resta inalterata la forma della funzione di

Fermi, ma il valore viene traslato verso energie piu basse.

Figura 21 Funzione di Fermi e diagramma a bande per un semiconduttore: (a) semiconduttore intrinseco,

(b) semiconduttore estrinseco di tipo n.
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- Semiconduttori per i sensori di gas -

I materiali semiconduttori piu adatti per I’implementazione di sensori sono gli ossidi metallici,
in contrasto con altri tipi di semiconduttori che, sotto prolungati o ciclici riscaldamenti in
atmosfera ambiente, subiscono trasformazioni chimiche irreversibili formando strati stabili di
ossido. Gli ossidi metallici legano I’ossigeno circostante alla loro superficie in modo
reversibile. Anche per la rivelazione dei VOC 1 materiali piu adatti sono proprio gli ossidi,
essendo infatti 1 sensori posti a contatto con I’atmosfera ¢ opportuno che uno dei costituenti

principali della molecola sia proprio 1’ossigeno. Ne consegue che [’elettronegativita
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dell’elemento che si lega con 1’ossigeno non deve essere troppo bassa, perché 1’energia del
legame si deve mantenere sempre entro un determinato range ovvero vengono utilizzati
esclusivamente ossidi il cui legame ionico non abbia un’energia eccessivamente elevata. Gli
elementi adatti all’impiego sensoristico hanno un’elettronegativita compresa fra 1,54 (titanio)

e 2.16 (molibdeno).

Gli elementi utilizzati piu frequentemente sono elencati in Tabella 12.

Tabella 12. Elementi utilizzati nei sensori

Ti 1,54 22
Zn 1,65 30
W 1,7 74
In 1,78 49
Pb 1,8 82
Ga 1,81 31
Cu 1,9 29
Sn 1,96 50
Sb 2,05 51
Mo 2,16 42
Q) 3,44 8

Questi elementi insieme all’ossigeno andranno a formare ossidi metallici come ZnO, SnO»,
TiO2, WOs che si comportano come semiconduttori con legami ionici, diversi da altri

semiconduttori come il silicio o il germanio, che formano legami covalenti.

- La superficie -

La superficie del semiconduttore ¢ un’imperfezione, poiché ¢ una regione dove la normale

periodicita del cristallo viene interrotta da atomi o ioni con legami incompleti. Questi stati
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superficiali sono maggiormente reattivi e possono catturare o cedere elettroni. Gli ossidi
metallici si comportano come semiconduttori ionici: il metallo puo essere considerato come il
catione ¢ 1’ossigeno come 1’anione. Gli ioni ossigeno adsorbiti sulla superficie del grano

fungono da accettori, la vacanza di ossigeno fungono invece da donatori.

Figura 22. Stati superficiali in un semiconduttore di tipo n nel caso di banda piatta, cioé di una situazione

con carica superficiale netta nulla.
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La Figura 22 mostra il caso di “banda piatta” in cui la carica superficiale netta ¢ nulla e il
semiconduttore (di tipo n) non ¢ in equilibrio. L’energia di Fermi ¢ collocata fra il fondo della
banda di conduzione e 1 livelli donatori, in questo modo il potenziale chimico degli elettroni
negli stati superficiali (alla temperatura di 0 K energia di Fermi e potenziale chimico
coincidono) ¢ piu basso di quello nel bulk (volume interno). In queste condizioni gli elettroni
della banda di conduzione nel bulk si muovono verso gli stati superficiali, andando ad occupare
gli stati liberi ad energia inferiore (accettori), raggiungendo la configurazione di massima
stabilita. Grazie a questo movimento di elettroni si ottiene una carica superficiale non nulla e di

una di segno opposto nel bulk, posseduta dagli ioni donatori (Figura 23).
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Figura 23. Doppio strato di carica costituito da carica negativa in superficie e carica positiva dovuta agli

ioni donatori non compensati nel bulk nel caso di semiconduttore di tipo n.
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- L’interazione con la superficie -

Esistono diversi tipi di interazione tra gas e superficie dei semiconduttori:

Effetto di bulk: un semiconduttore in aria subisce una variazione stechiometrica, in presenza di
un gas o vapore organico perché, all’equilibrio, parte dell’ossigeno viene catturato dal materiale

con una conseguente alterazione della conducibilita.
Nei sensori utilizzati in questa tesi, ¢ un effetto secondario.

Adsorbimento di gas: un gas ossidante adsorbe ed estrae elettroni dal film semiconduttore,
(diminuendone la conducibilita se di tipo n), mentre un gas riducente o vapore, reagisce con
I’ossigeno del materiale che quindi si ossida: gli elettroni ritornano al semiconduttore. Talvolta
¢ complesso stabilire quale dei due processi € motivo di variazione di conducibilita ma, se la
variazione ¢ veloce confrontata con il tasso di diffusione delle lacune di ossigeno del
semiconduttore, si puod essere ragionevolmente pensare che la variazione di conducibilita non
sia dovuta alla variazione della composizione del bulk ma allo scambio di ioni in prossimita

della superficie.
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- Conducibilita di un film -

La conduttanza di un cristallo di larghezza W, spessore ¢ e lunghezza L, ¢ definita come la
dipendenza della densita dei portatori di carica dalla temperatura ¢ funzione dei livelli energetici
dei donatori dominanti.
oWt
G=—
A temperatura ambiente se i livelli dei donatori sono vicini alla banda di conduzione, gli ioni
donatori sono completamente ionizzati: all’aumentare della temperatura, la densita degli
elettroni nella banda di conduzione resta invariata. A temperatura ambiente se i livelli dei
donatori sono piu profondi rispetto alla banda di conduzione, gli elettroni non sono
completamente eccitati in banda di conduzione; all’aumentare della temperatura, invece, la
densita degli elettroni di conduzione cresce esponenzialmente. A temperature sufficientemente
alte, indipendentemente dalla profondita dei livelli donatori, si possono produrre dei difetti nel

reticolo che modificano la concentrazione degli elettroni e quindi la conducibilita.

Gli elettroni in banda di conduzione e le lacune in banda di valenza si muovono, sia forzati da
un campo elettrico imposto dall’esterno, sia per diffusione associata ad un gradiente di

concentrazione.
Nel caso unidimensionale il flusso di densita di corrente €:

d¢;
Ji=o0i E—Dizie
dove E ¢ il campo elettrico esterno, D; il coefficiente di diffusione della i-esima specie, z; il

numero di cariche elettroniche sulla particella i-esima e c; la concentrazione della specie i-

esima.

La variazione della conduttanza di un ossido semiconduttore in presenza di gas nell’atmosfera
¢ esprimibile come la differenza tra la conduttanza di bulk Gy,e la perdita, o il guadagno, di
conduttanza dovuta agli effetti superficiali G, , ovvero:

_ AN, W,
)

Si puo calcolare direttamente la variazione del numero effettivo di elettroni, conoscendo la
conduttanza a V;= 0 (intendendo con Vj il valore della barriera superficiale) e misurando la

variazione della conduttanza Gy, - G,.
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La perdita di conduttanza dovuta agli effetti superficiali ¢ una frazione piccola della

conduttanza di bulk, a meno che il campione non sia molto sottile.

Generando una morfologia superficiale a grani molto fini, creando cio¢ una forte porosita, si
aumenta la sensibilita ai gas poiché aumentando il rapporto superficie/volume si fa prevalere la

variazione di conducibilita superficiale.

All’interno dei grani il comportamento ¢ di tipo ohmico, ma a causa della carica superficiale
nei punti di contatto si forma una barriera Schottky (Figura 24). In questi punti la conducibilita

sara limitata dal trasporto di carica attraverso la barriera stessa.

Figura 24. Schema rappresentante lo strato di svuotamento (a), e andamento della barriera di potenziale

nella regione intergranulare (b). Caso del contatto Schottky.
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Questo ci porta ad introdurre 1 meccanismi di conduzione responsabili dei segnali elettrici
misurati ai capi del sensore. I sensori per gas utilizzati, sono costituiti da uno strato poroso
composto da grani di materiale sensibile parzialmente sinterizzati, quindi gli elettroni sono
obbligati ad oltrepassare la barriera superficiale formata nei contatti intergranulari. E proprio la
morfologia porosa del materiale sensibile che permette ai gas di accedere al materiale

superficiale.

L’energia di attivazione per la conduttanza ¢ quindi direttamente correlata alla carica
superficiale delle specie presenti nell’ambiente ed ¢ quindi funzione della composizione
dell’atmosfera. Nei contatti intergranulari, nella zona vicina alla superficie, ¢ presente la
regione di svuotamento percio in questa zona la resistenza elettrica cresce. Pertanto, ¢ proprio

il contatto intergranulare il responsabile della maggior parte della resistenza elettrica fornita dal
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campione, poiché i portatori di carica si trovano costretti a superare la barriera di potenziale Vs

per poter passare da un grano all’altro.

ev;
G = Go - exp (_ k_T) ¢ I’equazione che fornisce un’espressione approssimata della
conduttanza di un film policristallino di ossido semiconduttore, dove Go ¢ la costante di
proporzionalita funzione dei parametri bulk e geometrici del dispositivo e eV ¢ I’energia di

attivazione per la conduttanza.

Gli ossigeni ionosorbiti catturano gli elettroni causando 1’innalzamento della barriera di

potenziale V; e causando una variazione della conduttanza.

L’energia di attivazione per la conduttanza (eV;) ¢ influenzata dalla carica e dalla frazione di

specie superficiali ed € percio funzione della composizione dei gas dell’atmosfera.

La necessita di utilizzare un film di ossido semiconduttore policristallino, in cui i1 grani siano
piu piccoli possibile ¢ fondamentale considerando gli effetti della superficie nel funzionamento
dei sensori chimici per gas. Piu la dimensione dei grani ¢ piccola, piu aumenta il rapporto

superficie/volume, rendendo gli effetti superficiali dominanti su quelli di bulk.
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2. CAPITOLO 2 - Obiettivi

L’obiettivo di questa tesi ¢ quello di dimostrare come specifici composti volatili organici
(VOC), presenti all'interno delle esalazioni di gas isolate dai campioni di feci di pazienti con
patologie neoplastiche e preneoplastiche (adenomi) del colon-retto, possano essere sfruttati per
implementare le metodiche di screening per la diagnosi precoce del cancro del colon-retto.
Attualmente in Emilia- Romagna il protocollo di screening di prevenzione del cancro del colon-
retto utilizza come test per individuare i pazienti da inviare alla colonscopia il FIT (test
immunologico per la ricerca del sangue occulto nelle feci), il quale presenta un alto tasso di
falsi positivi per CCR (circa il 60%), poiché il sanguinamento rilevato dal test puo derivare
anche da cause diverse come ad esempio la presenza emorroidi sanguinanti, ragadi ecc
L’importanza dell’impiego di un nuovo test di screening, pensato come test di triage al FIT,
permetterebbe di diminuire il numero di pazienti inviati ad eseguire la colonscopia come falsi
positivi.

In definitiva I’obiettivo ¢ quello di riuscire a realizzare un test specifico, sensibile, non invasivo
e a basso costo, da utilizzare sui pazienti positivi al FIT per identificare in modo piu specifico
le lesioni neoplastiche ad uno stadio precoce e di conseguenza ridurre il numero di colonscopie
non operative effettuate’®. Le colonscopie sui falsi positivi al FIT rappresentano:

1. un disincentivo alla partecipazione allo screening da parte della popolazione;

2. un potenziale rischio soprattutto per i pazienti piu anziani e debilitati;

3. una spesa non irrisoria sia per il Sistema Sanitario Nazionale che per il Sistema Sanitario
Regionale.

Migliorare lo screening, avvalendosi di un test che aumenti la specificita del FIT, dovrebbe
impattare positivamente sull’adesione al programma di prevenzione e conseguentemente
sull’incidenza e sulla mortalita cancro-correlata. E noto infatti, grazie ad uno studio condotto
sulla popolazione che ha effettuato lo screening, che questo programma di prevenzione
permette di ridurre del 30% la mortalita per CCR 3%

I risultati prodotti degli screening organizzati in E-R hanno inoltre dimostrato che, al progredire
dei round di screening, aumenta il numero di lesioni diagnosticate ad uno stadio precoce (pT1)
rispetto a quelle avanzate.

I nostro obiettivo ¢ quindi quello di dimostrare, come la metodica di analisi dei VOC tramite
I’utilizzo di SCENT Al, strumento brevettato e concepito con l'obiettivo di eseguire

un’analisi non invasiva, in-vitro, dei prodotti volatili presenti nei campioni di feci, puo
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essere utilizzata per discriminare meglio i1 soggetti sani da quelli affetti da adenoma o da
neoplasia colon-rettale.”

I VOC contenuti nelle feci dei soggetti sani, derivano per la maggior parte dal microbiota
intestinale del colon, in seguito ai processi di fermentazione e al susseguirsi delle varie fasi del
metabolismo dei microorganismi stessi.>>>*3° Le emissioni di gas delle feci possono variare la
loro composizione a seconda della dieta, contenendo percentuali variabili di metano (CH4) e di
acido solfidrico (H2S), prodotti dalla digestione dei vegetali; di idrogeno (H»2) prodotto dalla
digestione della carne; di monossido e biossido di azoto (NO, NO») prodotti da batteri
normalmente presenti nell'intestino come innocui coliformi, regolatori del tono della
muscolatura liscia intestinale’’, o ospiti patologici come Helicobacter pylori.”®

Diversi studi che hanno dimostrato che ciascun tipo di tumore si caratterizza per un profilo di

VOC specifico, completamente differente dalla normalita,>8-5%:60:61.62

Ricerche pubblicate documentano come, sin dallo stadio di adenoma a basso rischio, la
composizione dei gas fecali viene infatti caratterizzata da biomarcatori tumorali’® e
quindi i soggetti affetti da neoplasia e lesioni preneoplastiche del colon-retto hanno quindi un
pattern di VOC differente da quello dei controlli sani (con colonscopia negativa). Tra i VOC
che si riscontrano selettivamente nei pazienti affetti da CCR vi sono il benzene, 1’ 1-iodo-nonano

e il decanale (le cui formule chimiche sono state gia mostrate precedentemente).

Per poter individuare questi VOC nei campioni di feci il nostro primo obiettivo ¢ stato quello
di sviluppare specifici e selettivi sensori di gas in grado di rilevare la presenza di decanale, 1-
1odo-nonano e di benzene, calibrati in modo tale da non risultare eccessivamente responsivi ai
normali gas prodotti dalla digestione o dalla flora residente, ovvero 1 cosiddetti "interferers" o

gas interferenti.

\

E stato quindi individuata, tramite uno studio condotto in laboratorio su un intestino artificiale,
la giusta combinazione di sensori, un array in grado di individuare solo ai VOC legati al CCR
e agli adenomi. Una volta individuato 1’array si € costruito il dispositivo denominato SCENT
Al (di cui si ¢ parlato nel dettaglio in precedenza) che ¢ stato testato, in uno studio preliminare
a questo, sulle feci di soggetti sani e feci di soggetti con CRC, raccolte direttamente durante
I’intervento chirurgico. Nello studio preliminare sono stati analizzati in cieco campioni 71 di
feci di persone sane e su 86 campioni di feci di pazienti con cancro, raccolte durante 1'intervento

chirurgico.

Il nostro studio, supportato dall’approvazione del progetto da parte dal Comitato Etico

Interaziendale della Provincia di Ferrara, ¢ stato condotto al fine di valutare la capacita reale
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del dispositivo SCENT A1l basato sulla tecnologia sensoristica dei gas, di distinguere tra
miscele gassose prodotte da feci di pazienti sani e miscele gassose presenti nelle feci di pazienti

affetti da adenoma o carcinoma del colon-retto nei pazienti positivi al FIT.

Testare lo SCENT A1 nei pazienti che partecipano allo screening del cancro di prevenzione del
colon-retto permettere di valutare se il dispositivo ¢ specifico per adenomi e CCR, quindi se
risulta in grado di migliorare la performance del FIT, se risulta facile da utilizzare e ben

accettato dai paziente.
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3. CAPITOLO 3 - Materiali e metodi

Reclutamento pazienti e acquisizione campioni
Per l'acquisizione dei campioni da analizzare con SCENT Al, e successivamente confrontarli
con la colonscopia, sono stati arruolati pazienti di ambo 1 sessi della fascia di eta 50-69 anni

che rispondevano alle seguenti tre caratteristiche:

1. avevano aderito al programma di screening regionale per la prevenzione del cancro del

colon-retto;
2. erano risultati positivi al FIT;
3. avevano aderito all’indagine di approfondimento di secondo livello (colonscopia).

Non sono stati inclusi nello studio 1 pazienti con diagnosi nota di malattia inflammatoria cronica
intestinale, che avevano eseguito terapie antibiotiche nel mese precedente e/o assunto nel mese

precedente probiotici o lassativi.

Questi pazienti, secondo il protocollo di screening di prevenzione in uso in E-R, devono essere
indirizzati all’esecuzione di una colonscopia. E proprio durante il colloquio informativo pre-
colonscopia che ¢ stato proposto ai pazienti di partecipare al progetto di ricerca, attraverso la
donazione di un piccolo campione di feci, da riconsegnare al Centro Screening oncologici
utilizzando uno specifico contenitore per la raccolta (ARTSANA SpA Feces Container STER

18140), al fine di standardizzare le condizioni di raccolta e conservazione.

A tale scopo sono stati consegnato ai pazienti aderenti allo studio il contenitore e un modulo
con le procedure per la raccolta del campione (Allegatol) ed ¢ stata richiesta loro la firma per
’adesione allo studio (Allegato 2) e per il consenso informato (Allegato 3). A questi pazienti ¢
stato somministrato anche un breve questionario teso ad escludere 1’utilizzo di alcuni farmaci
o altre condizioni che possano influenzare I’analisi dei VOC (Allegato 4) e rilasciata una lettera

informativa per il Medico Curante (Allegato 5).

I VOC sono delle molecole volatili e termosensibili, quindi di difficile manipolazione, pertanto
¢ stato ampiamente spiegato ai partecipanti allo studio che il campione di feci, dopo esser stato
prelevato nel giorno antecedente I’inizio della preparazione intestinale, doveva essere
conservato massimo per una notte in congelatore per poi essere riconsegnato al Centro

Screening che ha provveduto a conservarli a -18°C in attesa di sottoporli alle analisi.

Il campione quindi per essere analizzato con SCENT Al deve:
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1. essere immediatamente riposto in congelatore, per evitare la proliferazione di batteri che

con il loro metabolismo potrebbero alterarne le caratteristiche;

2. essere estratto dal congelatore circa 30 minuti prima dell’analisi ed essere inserito
all’interno del dispositivo SCENT A1 senza preventivo scongelamento, al fine di evitare

la dispersione e conseguente perdita dei composti organici volatili in esso contenuti;
3. essere etichettato in modo tale da mantenere 1’anonimato sul paziente;

4. essere marchiato sull’etichetta con la data dell’avvenuto congelamento (per la misura

del tempo trascorso in frigorifero).

L’analisi dei campioni raccolti per lo studio, eseguita da un tecnico, prevedeva:
- ’estrazione dal freezer circa 60 minuti prima dell'introduzione nel box di analisi;

- I’inserimento del campione di feci all’interno del box di analisi, mediante il dispositivo

SCENT Al;

- il prolungamento della durata di ogni analisi di circa 30 minuti, allo scopo di raccogliere il

maggior numero possibile di dati.

Al fine di garantire una sufficiente potenza statistica (definita come la probabilita di dichiarare
significativo un test sotto ipotesi alternativa) ¢ stata calcolata la numerosita del campione®® n

necessaria a garantire una potenza statistica del 95%, con I’equazione:

dimensione prevalenza attesa
del campione /'
2
T 196 P, 1-P,)
1= 5
D

\‘ precisione assoluta desiderata

dove Pu: ¢ la prevalenza di attesa (definita come il VPP della colonscopia) e D la precisione
assoluta desiderata (definita come la % di FIT positivi). Sulla base di questi valori, assumendo

un intervallo di confidenza del 95%, il calcolo fornisce una numerosita pari a 450.

Si ¢ scelta una prevalenza attesa pari al 25%, che ¢ il valore predittivo positivo delle colonscopie
di screening effettuate come accertamento di secondo livello (test gold standard dello studio) e

una precisione assoluta del 4%.
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Per ogni paziente partecipante allo studio ¢ stato creato un file Excel (Fig. 25) in cui sono
registrati 1 parametri: tipo istologico, dimensione della lesione, grado di displasia, sito della

lesione, numero di lesioni asportate e recuperate, tipo di chirurgia, TNM e stadio di Dukes.

Figura 25. Parametri registrati per ogni paziente aderente allo studio

Azzurro

Bianco non
LR e Arancio eseguita
Neg HR Rosso CA colon
Caratteri Tipolo Istolo Dim
NFIiT CAT Esito ng/ml stiche gia gia Displ (mm) Sede Chir Data Ist.
inadegua
1 1 neg 605 to
adeno
ma
adenocma tubula basso
7 2 pos 100 iniziale sessile re grado 3 sigma
1.
Adeno
ma
tubula
re2- 1 alto
Adeno grado. 1-
ma 2 1- 0,7 sigma
adencma 12 tubula basso mm 2-
2 3 pos 124 avanzato sessile re grado. 2-0,6 sigma
3 1 neg 158 negativo
adeno
ma
adenoma tubula basso
17 2 pos 432 iniziale sessile re grado 10 ceco

Si ¢ reso poi necessario verificare che la popolazione dei partecipanti e dei non partecipanti allo
studio fosse sovrapponibile in base allo stato di salute e sono stati pertanto confrontati i risultati

delle colonscopie in entrambe le popolazioni.

Si ¢ reso anche necessario verificare che la popolazione dei partecipanti e dei non partecipanti
allo studio fosse sovrapponibile in base all’eta e per analizzare questa condizione sono state

suddividendole in classi di eta: 50-54, 55-59, 60-64, 65-69+.

Queste due analisi sulle popolazioni sono fondamentali per garantire la potenziale universalita

del test SCENT Al.

Successivamente 1 dati delle misure dei campioni ottenute da SCENTA 1 sono stati registrati
secondo uno specifico algoritmo realizzato in LabView ed analizzati da un secondo software
che si avvale di tecniche come analisi delle componenti principali (PCA) e support vector

machine (SVM).8!:82

Nel programma di screening organizzato, i dati della colonscopia (gold standard del nostro

studio) sono stati divisi, in base al loro grado di rischio, in tre categorie:
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1. ALTO RISCHIO E CCR - tre o pit adenomi; un adenoma di dimensioni superiori a 10
mm; adenoma con componente villosa o displasia di alto grado;

2. BASSO RISCHIO -1-2 adenomi di dimensioni inferiori a 10 mm; adenoma tubulare o
displasia di basso grado;

3. NEGATIVI - soggetti sani.

1398 campioni analizzati con SCENT A1 sono stati inizialmente suddivisi in N negativi (65%),

R basso rischio (23%) e P positivi (12%) in concordanza con la suddivisione in categorie di

rischio previste nello screening di prevenzione (Figura 26).

Figura 26. Divisione in tre categorie di rischio: NEG (negativo alla colonscopia), LOW (adenomi a basso

rischio) e HR + CCR (carcinomi e adenomi ad alto rischio).

= N negativi Ra richio = P positivi

Per valutare 'accuratezza diagnostica del dispositivo SCENT A1, il protocollo di studio prevede
pero la costruzione di una variabile binaria, pertanto 1 pazienti positivi al FIT sono stati

raggruppati con due modalita differenti, in due macrocategorie a seconda dei risultati del gold

standard di riferimento.
Nel primo caso le due macrocategorie sono state cosi costituite:
1. negativi alla colonscopia (soggetti sani);

2. positivi alla colonscopia (tutte le tipologie di carcinoma e di adenomi).

Nel secondo caso le due macrocategorie sono state cosi costituite:
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1. negativi alla colonscopia (soggetti sani e adenomi a basso rischio);

2. positivi alla colonscopia (tutte le tipologie di carcinoma e di adenomi ad alto rischio).

Siamo cosi riusciti ad ottenere una variabile binaria, che ci ha consentito la costruzione delle
Tabelle di contingenza, con le quali abbiamo potuto calcolare i parametri di potenza diagnostica
di SCENT Al (sensibilita, specificita, accuratezza, valore predittivo positivo, valore predittivo
negativo).

L’end-point primario di questo studio ¢ rappresentato dal confronto dell’analisi dei VOC
rispetto al risultato della colonscopia per la presenza/assenza di lesioni

neoplastiche/preneoplastiche.

L’end-point secondario ¢ rappresentato da un’analisi sulla specificita dei VOC rispetto al FIT

nell’identificare adenomi e carcinomi del colon.

Questo studio ¢ stato, approvato dal Comitato Etico Unico della Provincia di Ferrara (Allegato
6), condotto congiuntamente al Dipartimento di Fisica e Scienze della Terra dell’Universita di
Ferrara, al Dipartimento di Scienze biomediche e chirurgiche dell’Universita di Ferrara; al
Centro Screening Oncologici del Dipartimento di Sanita Pubblica dell’AUSL di Ferrara e al

Dipartimento di Gastroenterologia del Nuovo Arcispedale S. Anna.

Analisi dei dati

Nello studio preliminare a quello descritto in questa tesi avevamo testato diverse combinazioni
di materiali per selezionare il pattern di sensori piu adeguato da applicare al dispositivo SCENT
Al. Come gia descritto in “Array di sensori utilizzati in laboratorio”, il pattern utilizzato ¢
stato calibrato dopo aver testato 19 differenti materiali, in modo da individuare la combinazione
di sensori in grado di massimizzare la differenza tra i campioni positivi e quelli negativi oggetto
di studio, ovvero feci provenienti dai controlli sani e feci di pazienti affetti da CCR, prelevate
durante I’intervento chirurgico. I sensori utilizzati risultano ottimali per questa applicazione in

quanto sono altamente sensibili per i gas oggetto di studio.

In Figura 27 ¢ mostrata la risposta dell’array selezionato su di un soggetto sano e su un soggetto

malato, dove in ordinata vi R (la risposta) e in ascissa il tempo (orario).

La misura successiva puo esser effettuata previo pulizia della pneumatica mediante flusso di

aria ambiente.
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Lo strumento pud esser riutilizzato sempre se sottoposto a normale manutenzione e non ¢

soggetto ad un numero limitato di misure.

Figura 27. Curve di risposta dinamica dell'array di sensori, impiegate per 1'analisi su due soggetti FIT
positivi. A sinistra il soggetto negativo alla colonscopia, a destra il soggetto affetto da CCR.
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La risposta ¢ definita come R= AG/G, dove AG ¢ la differenza tra la conduttanza del sensore in

presenza del gas (Ggas) e la conduttanza del sensore nell’aria (G).

Per riuscire a discriminare i pazienti sani da quelli malati i dati raccolti sono stati registrati
secondo uno specifico algoritmo realizzato in LabView ed analizzati da un secondo software
che si avvale di tecniche come analisi delle componenti principali (PCA) e support vector

machine (SVM).81:82

PCA Principal Component Analysis
La PCA o Principal Component Analysis ¢ una procedura matematica che consente di
trasformare un numero di variabili ipoteticamente correlate, in uno piu piccolo. E un metodo di

semplificazione dei dati.

Questo metodo ¢ stato utilizzato solo all’inizio dello studio, poi sostituito dal metodo SVM che

si ¢ rivelato migliore per il nostro studio.

Con la PCA ¢ possibile rappresentare su di un grafico ogni campione testato come un punto, in
un intervallo dimensionale di variabili minore, ¢ pertanto possibile identificare due regioni
ellissoidali, corrispondenti rispettivamente al gruppo di pazienti sani e a quello dei pazienti

affetti da CCR.
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La PCA permette di ridurre le dimensioni dei dati massimizzandone la varianza, ovvero mette

in evidenza ed esprime le differenze esistenti tra le variabili del campione.

Per eseguire questa semplificazione utilizza un numero inferiore di “fattori” o “componenti
principali”, quindi individuare le componenti principali significa trovare un compromesso tra
perdita di informazioni e riduzione delle dimensioni del sistema. La riduzione delle dimensioni
delle variabili porta anche a mostrare in maniera pit immediata la relazione esistente tra di esse,

consentendone ad esempio la rappresentazione su un diagramma cartesiano.

In questo modo con la PCA si puo costruire uno spazio diverso su cui rappresentare i campioni,
ridefinendo gli assi attraverso 1’utilizzo delle componenti principali al posto delle variabili
originarie.

In sintesi, lo scopo della PCA ¢ quello di descrivere le distanze tra i punti, distribuzione e
variabilita, impiegando il minor numero di dimensioni possibili.

I parametri utilizzati per condurre 1’analisi sono i valori di risposta dell’array di sensori scelto

per lo studio.

Figura 28. PCA relativa all’array utilizzato sui primi 28 campioni
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In Figura 28 sono mostrati i risultati della prima parte dello studio effettuato su 18 campioni di
pazienti sani (puntini verdi) e di 10 campioni ottenuti di pazienti con CCR (puntini blu). L’area
verde rappresenta la popolazione sana mentre 1’area blu rappresenta la popolazione affetta da

CCR.®

E visivamente evidente che I’overlap tra di esse ¢ minimo e questo ¢ indicativo della grande

capacita discriminativa dello strumento.
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Per massimizzare il margine geometrico e minimizzare I’errore di classificazione empirico 20
variabili sono state successivamente processate con l’algoritmo SVM (Support Vector

Machine), che abbiamo individuato essere il miglior metodo di analisi per lo SCENT A 1.

SVM Support Vector Machines
SVM o Support Vector Machines macchine a vettori di supporto, o macchine kernel,
appartengono alla famiglia dei classificatori lineari generalizzati, quindi sono delle metodologie

di apprendimento supervisionato per la regressione e la classificazione di pattern.®!

Siccome sono in grado allo stesso tempo di minimizzare 1'errore empirico di classificazione e

massimizzare il margine geometrico sono noti anche come classificatori a massimo margine.

Un classificatore lineare ha 'obiettivo di usare le caratteristiche degli oggetti per identificare a
quale classe (o gruppo) appartengono. Per identificare la classe di appartenenza degli oggetti
analizzati bisogna decidere di basare la classificazione sul valore di una combinazione lineare

di caratteristiche.

Un modello SVM ¢ una rappresentazione dei campioni come punti nello spazio organizzati in
modo tale che la divisione tra le diverse categorie sia evidenziata da un gap pit ampio possibile.
Successivamente nuovi campioni possono essere disposti in quello stesso spazio e verranno

associati ad una categoria o all’altra in base al lato del gap in cui ricadono.

In questo studio si ¢ utilizzato il metodo SVM per calcolare la specificita e la sensibilita dello
SCENT A 1. Utilizzando I’SVM, in particolare nella " k-fold cross validation test" il campione
originario (totale dei dati 398) viene diviso in un numero k di sottocampioni. Il valore di k ¢
stato deciso dopo una serie di prove = 3. Di questi k sottocampioni, uno ¢ stato utilizzato per
testare 1'algoritmo (validation data), mentre i rimanenti k-1 sottocampioni sono stati utilizzati
per l'allenamento dell'algoritmo (training data). Quando 1’algoritmo ¢ risultato “allenato” si ¢
inserito, quindi, il validation data, che ha costituito da prova per il test in doppio cieco.

In sostanza il validation data ¢ stato necessario per dimostrare che 1'algoritmo ¢ in grado di
distinguere 1 pazienti sani ed i pazienti malati di questo sottocampione (di cui non si
conoscevano ancora gli esiti alla colonscopia).

Questo processo € ripetuto piu e piu volte, ruotando progressivamente i sottocampioni.

Al termine di tutto il processo il risultato ottenuto ¢ la media dei risultati di tutte le rotazioni ed

¢ attendibilmente una stima del valore predittivo in doppio cieco del test.
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4. CAPITOLO 4 - Risultati

Tra Maggio 2016 e Luglio 2019 cinquecento pazienti di ambo i sessi, arruolati durante i colloqui

di screening che precedono 1’esecuzione della colonscopia, sono stati inclusi nello studio.

I risultati che illustrero in questo capitolo sono oggetto del paper “Clinical validation outcomes
of a non-invasive device for colorectal cancer preventive screening through fecal exhalation
analysis” che abbiamo sottoposto a rivista scientifica per la pubblicazione.®*

All’inizio dell’analisi dei risultati ¢ stato necessario valutare la numerosita occorrente per
garantire una sufficiente potenza statistica dello studio stesso. Utilizzando la Formula per il
calcolo della numerosita del campione (Figura 25 di Materiali ¢ Metodi), assumendo un

intervallo di confidenza del 95%, il calcolo fornisce una numerosita pari a 450.
I pazienti che sono stati coinvolti nello studio sono stati 500, un numero sufficiente per:

1. garantire una sufficiente potenza statistica dello studio stesso;

2. una prima calibrazione dell’algoritmo di riconoscimento e visualizzazione;

3. calcolare sensibilita e specificita del metodo nella capacita di discernere feci di soggetti
sani da feci di soggetti affetti da forme preneoplastiche o neoplastiche del colon-retto
tra quelle risultanti positive al FIT;

4. calcolare il valore predittivo positivo e il valore predittivo negativo del test.

Nel periodo in cui ¢ stato condotto lo studio il numero di pazienti che avevano aderito allo
screening di prevenzione e che erano risultati FIT positivi a Ferrara, e quindi afferenti

all’endoscopia del Nuovo Arcispedale S. Anna lo studio, ¢ stato pari a 1130.

Questi 1130 pazienti sono stati suddivisi in due popolazioni, una aderente allo studio e una non
aderente allo studio che sono state analizzate per attestare che fossero comparabili per lo stato

di salute e per I’eta.
La popolazione che non ¢ stata testata con SCENT Al era costituita di 630 pazienti:

- 448 erano 1 pazienti risultati FIT positivi che avevano partecipato allo screening di

prevenzione nei periodi estivi, momento in cui lo studio si interrompeva;

- 192 erano i pazienti risultati FIT positivi che avevano rifiutato di partecipare allo
studio o non che erano idonei (affetti da IBD o per assunzione di farmaci nel mese
precedente) o che erano stati reclutati al colloquio pre-colonscopia quando il medico

sperimentatore era temporaneamente assente.
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Osservando il database completo riguardante i 630 non aderenti a SCENT A1, 74 dei quali sono
stati sottratti al totale perché avevano rifiuto di eseguire la colonscopia o avevano presentato al
colloquio una colonscopia recente documentata, si ottiene una popolazione di non partecipanti

allo studio, ma di cui abbiamo il risultato della colonscopia, di 562 soggetti.

Analizzando 1 risultati della colonscopia (gold-standard) di questi su 562 pazienti abbiamo

osservato (Figura 29) che:
- 418 (74,4%) risultavano negativi alla colonscopia (soggetti sani);

- 144 (25,6%) risultavano positivi alla colonscopia (tutti i tipi di adenomi e carcinomi

colorettali).

Figura 29. FIT+ non aderenti a SCENT Al: NEG e POS (CCR + HR + LOW) alla colonscopia.

m Negativi = Positivi

La popolazione arruolata per lo studio con SCENT Al ¢ stata di 500 pazienti.
I campioni testati con SCENT A 1 sono stati 398, perché:

- 13 pazienti non avevano effettuato I’esame colonscopico, per rifiuto o per motivi di

salute (8 colonscopie rigettate, 5 colonscopie non eseguite per ragioni di salute)

- 102 campioni sono stati scartati a causa di errori nella conservazione dei campioni da

parte dei pazienti.

L’alto numero di errori di conservazione si ¢ particolarmente concentrato nel primo anno di
studio: si erano verificati alcuni problemi nella trasmissione delle informazioni ai pazienti. Tali
errori sono diminuiti progressivamente grazie all’ottimizzazione delle istruzioni ed alla

crescente esperienza del medico sperimentatore in carica.

Osservando 1 risultati alla colonscopia (gold-standard) di questi 398 pazienti (Figura 30)

abbiamo osservato che:
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- 260 (35%) risultavano negativi alla colonscopia (soggetti sani);

- 138 (65%) risultavano positivi alla colonscopia (tutti i tipi di adenomi e carcinomi

colorettali): 54 adenomi a basso rischio e 84 adenomi ad alto rischio e carcinomi.

Figura 30. FIT+ aderenti a SCENT Al: NEG e POS (CCR + HR + LOW) alla colonscopia

= Neg = Pos

Da questa analisi possiamo pertanto affermare che le due popolazioni risultano comparabili per

lo stato di salute.

Supponiamo che i valori leggermente discrepanti delle percentuali di pazienti positivi al FIT e
negativi alla colonscopia tra popolazioni aderenti e non aderenti a SCENT A 1 siano dovuti al

fatto che tra la popolazione aderente allo studio non siano stati arruolati i pazienti con IBD.

Questi pazienti sono generalmente falsi positivi per il FIT e quindi negativi alla colonscopia a

causa di sanguinamenti di origine diversa da quella neoplastica o preneoplastica.

I risultati (Tabella 13) mostrano che le popolazioni aderenti e non aderenti al test SCENT Al

sulle fasce di eta risultano sovrapponibili e quindi anche per questa variabile comparabili.

Tabella 13. Popolazione catalogata per eta

Popolazione Eta 50/54 | Eta 55/59 Eta 60/64 Eta 65/69+ | TOTALE
NO SCENT A1 (#) 130 114 132 186 562
SCENT A1 (#) 93 91 79 135 398
NO SCENT Al 23 20 24 33 100
(%)
SCENT A1 (%) 23 23 20 34 100
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Utilizzando D’algoritmo di analisi basato su SVM sono stati ottenuti due istogrammi che
mostrano la sensibilita e la specificita di SCENT Al.

Le colonne blu degli istogrammi sono i valori ottenuti nelle rotazioni dei sottocampioni. La
linea rossa rappresenta la media finale raggiunta dopo tutto il processo e quindi il risultato
finale. Con i dati di questo studio elaborati con SVM abbiamo quindi acquisito due percentuali
attendibili di specificita e sensibilita.

Nelle figure 31 e 32 sono mostrati i risultati conseguiti considerando positivi tutti 1 tipi di
adenomi e carcinomi colorettali, e 1 valori medi ottenuti sono sensibilita 84,1% e specificita

82,4%.

Figura 31. Distribuzioni sensibilita statistica. Il valore medio ottenuto ¢ 84,1%.
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Figura 32. Distribuzione della specificita statistica. Il valore medio ottenuto ¢ 82,4%.
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Successivamente, sulla base dei dati ottenuti dallo studio, si ¢ ottenuta una variabile binaria,
che ha consentito la costruzione di una Tabella di contingenza, con la quale calcolare i parametri
del potere diagnostico di SCENT A1 (accuratezza, potere predittivo positivo, potere predittivo
negativo), ottenuti considerando positivi i pazienti con adenomi di basso grado, adenomi di alto

grado e carcinomi colorettali. (Tabella 14)

Figura 33. Grafico rappresentante la classificazione totale dei dati: negativi (TN e FP, punti vuoti) e

positivi (TP e FN, punti riempiti).

Abbreviazioni: P positivi, N negativi, TP veri positivi, TN veri negativi, FP falsi positivi e FN

falsi negativi (Figura 33).
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Tabella 14. Definizioni matematiche di sensibilita, specificita, precisione, VPN e accuratezza.

Quantita Definizione

Precisione (PPV : positive predictive value) TP/(TP+FP)
Negative predictive value (NPV) TN/(TN+FN)
Accuratezza TP+TN/(P+N)

La Tabella di contingenza (Tabella 15) mostra i risultati del dispositivo in conformita con i
risultati della colonscopia considerando tra i positivi i pazienti con adenomi a basso grado,

adenomi ad alto grado e carcinomi.

Tabella 15. Tabella di contingenza che mostra i risultati del test SCENT Al rispetto alla colonscopia.

Malato Sano Totali
Metodo da Positivo 116 46 162
validare (SCENT
Al) Negativo 22 214 236
Totali 138 260 398

Basandoci sui seguenti calcoli, il potere diagnostico del test SCENT A1l ¢ riassumibile nei

seguenti parametri:

VPP = 116 100 = 72% VPN = 214 100 = 91%
T 116 + 46 T e T 214 + 22 O
116 + 214
Accuratezza = T 100 = 83%

Nelle figure 34 e 35 sono mostrati i risultati ottenuti dopo 1’analisi dei campioni con SCENT A
1, considerando positivi tutti gli adenomi avanzati e i carcinomi colorettali, e utilizzando

I’algoritmo di analisi basato su SVM.
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Anche in questi istogrammi le colonne blu sono i valori ottenuti nelle rotazioni dei

sottocampioni e la linea rossa rappresenta la media finale raggiunta dopo tutto il processo e

quindi il risultato finale. I valori medi ottenuti sono stati: sensibilita 80,2% e specificita 94,4%.

Figura 34. Distribuzioni sensibilita statistica. Il valore medio ottenuto ¢ 80,2%.

Figura 35. Distribuzione della specificita statistica. Il valore medio ottenuto ¢ 94,4%.
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Sulla base dei dati ottenuti, si ¢ ottenuta una variabile binaria, che ha consentito la costruzione

di una Tabella di contingenza (Tabella 16), con la quale calcolare i parametri del potere

diagnostico (accuratezza, potere predittivo positivo, potere predittivo negativo) di SCENT Al,

considerando tra i positivi 1 pazienti con adenomi a basso grado, adenomi ad alto grado e

carcinomi.

La Tabella 16 mostra i risultati del dispositivo in conformita con i risultati della colonscopia

che si ottengono considerando tra i positivi 1 pazienti adenomi ad alto grado e carcinomi.

Tabella 16. Tabella di contingenza che mostra i risultati del test SCENT A1 rispetto alla colonscopia.

Malato Sano Totali
Metodo da Positivo 67 19 86
validare (SCENT
Al) Negativo 17 295 312
Totali 84 314 398

Basandoci sui seguenti calcoli, il potere diagnostico del test SCENT A1 ¢ riassumibile nei

seguenti parametri:

PP = ———-100 = 780

V 67 19 00 =78%

A t _O7+2% 100 = 91%
Ccuratezza = 398 = 0

VPN =

295+79

-100 = 95%
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5. CAPITOLO 5 - Discussione e conclusioni

L'efficacia dello screening del CCR ¢ determinata dal tasso di partecipazione e dalla resa
diagnostica del test FIT. Un aumento dell’adesione allo screening di prevenzione, che oggi si
attesta intorno al 50%%2, sarebbe importante in termini di salute della popolazione perché, come
gia detto in precedenza, dall’anno di avvio del programma lo screening ha portato ad una
riduzione del 30% dell’incidenza e della mortalita per CCR.*

I dati hanno inoltre, dimostrato che, al progredire dei round di screening, aumenta il numero di
lesioni diagnosticate ad uno stadio precoce (pT1), rispetto a quelle avanzate, che hanno una
maggior probabilita di cura.

L'uso del FIT come test per il primo livello dello screening, anziché I’utilizzo della colonscopia
(che rappresenta il gold standard per il CCR), dovrebbe facilitare la partecipazione della
popolazione al programma di prevenzione, sia per la semplicita con cui si raccoglie il campione
sia perché il FIT ¢ un test non invasivo: per aderire ¢ infatti sufficiente consegnare un solo
campione di feci e non vengono imposte restrizioni dietetiche prima del test.

L’inserimento di un check doppio nel protocollo di screening preventivo sara utile per
promuovere una maggiore consapevolezza da parte della popolazione, attualmente riluttante nel
prendere parte allo screening, a causa del timore di doversi sottoporre alla colonscopia con la
probabilita di non esser affetti da adenomi o carcinomi. Infatti, il VPP del FIT ¢ del 25-35%%
percio molti pazienti positivi al FIT risultano poi negativi alla colonscopia.

La capacita diagnostica del test SCENT Al ¢ attestata dalla performance in termini di
sensibilita, di specificita, di VPP e di VPN.

Il test SCENT A1 ¢ un metodo economico e user-friendly, in quanto si basa su una procedura di
raccolta simile al FIT, con la differenza che il campione deve essere conservato in un comune
congelatore.

I dati ottenuti nello studio dimostrano la capacita del dispositivo, se utilizzato sui campioni dei
pazienti positivi al FIT, di riconoscerne 1 falsi positivi con una probabilita superiore all’80% e
di ridurre notevolmente il numero di colonscopie non operative.

La scelta effettuata nel corso dello studio di raggruppare diversamente, ma sempre in due
categorie di risultati, gli esiti dei test (in un gruppo sono raggruppati carcinomi, adenomi ad alto
e basso rischio e nell’altro gruppo adenomi ad alto rischio e carcinomi), ¢ stata fatta per testare

l'accuratezza del dispositivo mediante un test statistico binario.
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Essendo il rischio di degenerazione nel tempo degli adenomi a basso rischio molto basso, e
spesso irrilevante, abbiamo preferito testarli includendoli in un’analisi tra i positivi di SCENT
Al e in un’altra tra i negativi.

Con queste 2 azioni di raggruppamento abbiamo verificato che, essendo spesso gli adenomi a
basso rischio molto simili ai tessuti sani in termini di emissioni di gas cellulari’®, includerli tra
1 positivi porta ad una riduzione della specificita di SCENT Al rispetto ad includerli tra i
negativi. In Italia e in molti altri paesi, il FIT ¢ utilizzato programma di screening organizzato
come test di primo livello, poiché ha una sensibilita molto buona per il CCR, anche se rileva un
numero elevato di falsi positivi.

I1 dispositivo SCENT Al ¢ progettato per eseguire un'analisi non invasiva (in vitro) della
composizione chimica delle esalazioni dei campioni fecali, fornendo una panoramica dello stato
di salute del paziente.

La validazione clinica di questo dispositivo, eseguita a Ferrara, ha dimostrato che SCENT A1
¢ in grado di distinguere correttamente tra soggetti sani e soggetti affetti da tumore o adenoma,
grazie ad un array di sensori di gas nanostrutturati calibrato per tale scopo. La popolazione ¢
stata divisa in due gruppi, uno dei partecipanti e uno dei non partecipanti al protocollo che si
sono rivelate sovrapponibili in base all’eta e allo stato di salute. Cio garantisce la potenziale
universalita del test SCENT Al.

La sensibilita e la specificita alla colonscopia ottenute con questa metodologia sono risultate
rispettivamente del 72 % e dell'82,4% considerando positivi i carcinomi e gli adenomi ad alto
e basso rischio.

La sensibilita e la specificita alla colonscopia ottenute con questa metodologia sono risultate
rispettivamente del 80,2% e dell'94,4% considerando positivi i carcinomi e gli adenomi ad
alto rischio.

I1 VPP di SCENT A 1 sui pazienti positivi al FIT calcolato rispetto al gold standard ¢ risultato
del 72%, e il VPN del 91% considerando positivi carcinomi € adenomi ad alto e basso rischio,
e del 78% e VPN del 95% considerando positivi carcinomi € adenomi ad alto rischio.

Il VPP indica la capacita del test di identificare correttamente le persone a rischio per la
patologia in esame e costituisce quindi un indicatore importante di performance del programma
di screening.

E proprio questo il risultato che mostra le potenzialita dell'analisi di SCENT A1, se eseguita su
tutti 1 positivi al FIT, ovvero la capacita di eliminare quasi i due terzi delle colonscopie che

verrebbero effettuate sui pazienti di screening, in quanto colonscopie non operative.
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Poiché il VVP alla colonscopia per adenoma avanzato e CCR del FIT ¢& del 20-35% *°, Ialta
predittivitda di SCENT Al consentirebbe di rafforzare di circa 4 volte la capacita del FIT di
identificare correttamente le persone da inviare alla colonscopia, riducendo cosi potenzialmente
il numero di colonscopie di 2/3.

Questo porterebbe a numerosi vantaggi:

1 - una significativa diminuizione dei rischi per i pazienti;

2 - una riduzione dei costi del programma di screening per il SSN e SSR;

3 - un aumento dalla capacita attrattiva dello screening sulla popolazione ad oggi restia ad
aderire al programma.

In definitiva, sulla base di questi risultati, si propone di inserire SCENT A1 come test di triage

al FIT nello screening del colon-retto, secondo il seguente algoritmo:

2 anni

negativo (2

[ [R——

FIT —~ negativo (22)
positivo » SCENT A1 »
CAMPIONE & posiivo — COLONOSCOPIA
CONGELATO

[1VVPeil VVN di SCENT A1 attestano la sua potenziale capacita di eliminare quasi i due terzi
delle colonscopie non operative, che verrebbero effettuate sui pazienti di screening in seguito
all’utilizzo del solo FIT come test di primo livello.

Questo risultato ¢ particolarmente rilevante perché attesta come 1’utilizzo di SCENT A1, come
test di triage al FIT nello screening del CCR, sia auspicabile per la salute dei pazienti, poiché
porterebbe ad un aumento dell’adesione al programma di prevenzione (quindi ad un calo
dell’incidenza e della mortalita) ed eviterebbe che coloro che non hanno necessita di effettuare
la colonscopia, in quanto falsi positivi del FIT, vengano esposti alle possibili complicanze
dell’esame stesso. L utilizzo di SCENT A 1 nel programma di screening ¢ auspicabile anche in
termini di risparmio economico per il SSN e il SSR poiché il test SCENT A1l ¢ economicamente

molto piu vantaggioso rispetto alla colonscopia.
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Allegato 1 PROCEDURA PER LA RACCOLTA CAMPIONI

11 paziente dovra seguire ATTENTAMENTE le istruzioni indicate per la raccolta e conservazione del
campione di feci, al fine di non invalidare 1’esito del test:

1) Per la raccolta del campione si consiglia di coprire I’interno del water con carta igienica.

2) Tramite 1’apposito cucchiaino posto sul tappo del contenitore del boccettino, prelevare un
quantitativo di feci pari a poco piu della dimensione del cucchiaino stesso.

v v X
Doy

3) Il boccettino (avvolto con carta stagnola e posizionato nel sacchettino di plastica) va messo in
freezer IMMEDIATAMENTE.

4) 1I boccettino andra estratto dal freezer APPENA prima di portarlo al centro Screening (non
portare campioni piu vecchi di tre giorni) in un contenitore che ne impedisca lo scongelamento
durante il tragitto (thermos o borsa frigo).

5) Giunti al centro Screening occorre depositare il boccettino nel freezer apposito, che si trova nel
laboratorio analisi in fondo al corridoio.
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Allegato 2 FOGLIO INFORMATIVO PER IL PAZIENTE

TITOLO DELLO STUDIO:

Valutazione dell’accuratezza della determinazione di
composti organici volatili quali biomarker di neoplasia colo rettale nelle feci di soggetti FOBT-

positivi sottoposti a colonscopia

Gentile Signore/a,
in questo ospedale si sta effettuando uno studio per valutare 1’efficacia di un nuovo marcatore
diagnostico per la prevenzione e la diagnosi precoce di tumore del colon-retto.
Lo scopo di questo foglio informativo ¢ di spiegarle perché vogliamo condurre lo studio, perché
riteniamo che lei possa prendervi parte e che cosa dovra fare se lei accettera di partecipare. 11
medico responsabile dello studio in questo ospedale ¢ a sua disposizione per rispondere a tutte le
sue domande e per fornirle spiegazioni su eventuali punti di questo documento che non le fossero
chiari. La preghiamo di leggere attentamente questo documento e di prendersi il tempo per decidere,

sulla base delle informazioni ricevute ed in assoluta liberta, se partecipare o meno a questo studio.

Qual ¢ lo scopo di questo studio?

Il tumore del colon-retto rappresenta in Italia ed in Emilia Romagna la seconda causa di morte per
tumore sia nell’uomo che nella donna. La diagnosi precoce del tumore del colon-retto € un elemento
fondamentale nella prognosi della malattia: prima il tumore viene individuato tanto maggiore ¢ la
possibilita di cura. Lo sviluppo del tumore del colon-retto ¢, inoltre, quasi sempre preceduto dalla
comparsa di lesioni benigne dell’intestino (polipi), che possono essere individuate e rimosse prima
che il tumore cominci a svilupparsi. Il test che viene oggi eseguito nel programma di screening per
la prevenzione di tumore del colon-retto ¢ la ricerca del sangue occulto nelle feci: quando questo
test risulta positivo viene proposta come indagine di approfondimento la colonscopia, che permette
di esplorare il colon, cioé la parte di intestino dove possono crescere i polipi e di rimuoverli se
presenti. Tuttavia, tale indagine, piuttosto invasiva, ¢ superflua quando il sanguinamento ¢ dovuto a
cause diverse (es. diverticoli, coliti, emorroidi).

Numerosi studi hanno dimostrato che la formazione di un tumore ¢ accompagnata da un’alterazione
della membrana delle cellule del colon, dalla modificazione delle proteine della cellula con

conseguente emissione di componenti volatili (VOCs = sostanze gassose alterate dalla presenza di
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cellule tumorali). Queste, quindi, potrebbero rappresentare utili marcatori per la diagnosi di polipi
adenomatosi (tumori benigni presente sulli mucosa del colon) o cancro del colon-retto.

I ricercatori del Dipartimento di Fisica e Scienze della terra dell’Universita di Ferrara hanno messo
a punto un sistema di analisi dei VOCs di origine fecale che ha dimostrato di essere in grado di
discriminare tra pazienti portatori di polipi adenomatosi o cancro del colon-retto e soggetti sani.
Questo studio si propone di verificare se il test di studio delle sostanze volatili abbia una specificita
maggiore rispetto al classico test della ricerca del sangue occulto nelle feci, se cioe sia in grado di
individuare i pazienti dove il tumore o la lesione benigna siano effettivamente presenti, permettendo

di consigliare la colonscopia solo a coloro che ne possano trarre un vero beneficio.

Perché le viene chiesto di partecipare a questo studio?

Le ¢ stato chiesto di partecipare a questo studio perché lei sta effettuando esami diagnostici
nell’ambito della campagna di screening per la prevenzione di tumore del colon-retto e perché il suo

test di ricerca del sangue occulto nelle feci € risultato positivo.

Se lei accettasse di sottoporsi al test da noi proposto sulla ricerca delle sostanze volatili, questo
erra effettuato su un secondo campione di feci che lei prelevera a domicilio come gia fatto per

quello per la ricerca del sangue occulto.

Lei € obbligato a partecipare allo studio?

No, la partecipazione a questo studio ¢ completamente volontaria. Se lei decidera di parteciparvi le
verra consegnato dal collega questo foglio informativo da leggere e conservare e le verra chiesto di

firmare e datare il modulo di consenso e quello della riservatezza dei dati personali (privacy).

Cosa dovra fare se decidesse di partecipare allo studio?

Se lei decidera di partecipare allo studio, le verra chiesto di prelevare un campione di feci

al suo domicilio (cosi come quello per eseguire il test della ricerca di sangue occulto) non
piu di tre giorni prima della consegna. Le verra dato un contenitore per conservare il campione
in freezer fino a quando si rechera nell’ambulatorio per consegnare il campione di feci. Si

rechera al Centro Screening per consegnare il campione feci.

Quali sono i possibili rischi legati allo studio?

Non esistono rischi legati allo studio.

Quali sono i possibili benefici legati allo studio?

Partecipando a questo studio contribuira ad individuare il test piu efficace per la selezione dei
soggetti che devono sottoporsi a colonscopia nelle campagne di prevenzione del tumore al colon-

retto. In questo modo si limitera 1’esame endoscopico a coloro che effettivamente sono affetti da
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lesioni benigne o tumorali, risparmiandolo ai soggetti sani.
Inoltre, il test migliorera la capacita di diagnosticare precocemente questo tipo di tumore,

contribuendo ad una diminuzione dei casi e della mortalita.

RISERVATEZZA

Ai sensi della legge sulla tutela dei dati personali (Decreto Legislativo n. 196/2003 (“Codice in
materia di protezione dei dati personali”), titolare del trattamento dei suoi dati personali ¢ I’Ente
Ospedaliero presso i quali lo studio si svolge ed i responsabili sono quelli nominati dal medesimo
ente. Al risultato dell’analisi svolta sul campione di feci, di cui lei non potra conoscere 1’esito, potra
accedere solo il medico responsabile, che non potra divulgarne il contenuto se non mediante codice
numerici anonimi.

Il medico della ricerca le consegnera una lettera rivolta al suo medico di base, per informarlo della

sua partecipazione allo studio, per la migliore conduzione clinica dello stesso.

La ringraziamo per la collaborazione

Nome in stampatello del soggetto

Firma del soggetto

Data

Nome in stampatello del medico sperimentatore Aldo De Togni Responsabile Centro Screening
Oncologici AUSL Ferrara

Firma per il medico sperimentatore

Data

Nome in stampatello del rappresentante legale™®

Firma del rappresentante legale

Data

*In caso sia designato quale rappresentante legale un amministratore di sostegno, il medico
sperimentatore avra cura di verificare che 1’ordinanza di affidamento da parte del giudice tutelare
comprenda anche la tutela della salute dell’amministrato.
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Allegato 3 CONSENSO INFORMATO

MODULO DI CONSENSO SCRITTO
TITOLO DELLO STUDIO: Valutazione dell’accuratezza della determinazione di
composti organici volatili quali biomarker di neoplasia colo rettale nelle feci di

soggetti FOBT-positivi sottoposti a colonscopia

Io sottoscritto (nome e cognome)

Eta sesso M F data di nascita  /  /
Indirizzo: Via/Piazza n.
CAP Citta tel.

Dichiaro di:

* partecipare volontariamente allo studio “valutazione dell’accuratezza della determinazione di
composti organici volatili quali biomarker di neoplasia colo rettale nelle feci di soggetti FOBT-
positivi sottoposti a colonscopia” avente lo scopo di valutare la specificita dell’analisi dei VOCs
nell’identificare lesioni tumorali coliche rispetto alla colonscopia (considerata “gold standard”) in
pazienti positivi al FOBT

* aver ricevuto dal Medico su menzionato tutte le informazioni chiare ed esaurienti sulle finalita e le
procedure dello studio clinico a cui mi ¢ stato chiesto di prendere parte;

« aver letto e compreso il foglio di informazioni che mi ¢ stato consegnato con sufficiente anticipo e che
conferma quanto mi ¢ stato verbalmente detto;

* aver avuto I’opportunita di porre domande chiarificatrici e di aver avuto risposte soddisfacenti;
* essere stato/a informato/a sui possibili benefici che potrei trarre

* acconsentire / NON acconsentire (cancellare I’opzione che NON interessa) che lo
sperimentatore o il Medico sopra menzionato informi il mio Medico curante (del mio tutelato)

nella persona di

circa la partecipazione a questo studio clinico;
* essere consapevole:

— che la partecipazione allo studio ¢ volontaria;
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— che 1 miei dati clinici potranno essere esaminati o utilizzati per pubblicazioni scientifiche ma
resteranno strettamente riservati nel rispetto della normativa vigente e successive modifiche e
integrazioni,

— che il mio dossier clinico potra essere esaminato, ma restera strettamente riservato e che i dati saranno
utilizzati nell’insieme dello studio per la redazione di un rapporto finale destinati alle Autorita Sanitarie
o ad una pubblicazione, qualunque sia I’esito dello studio, sempre nel rispetto della confidenzialita della
mia identita;

— che il Comitato Etico di questa Azienda ha approvato il protocollo sperimentale di ricerca;

— di dover firmare due moduli identici del presente consenso: un originale verra trattenuto dal medico
(e conservato per almeno 15 anni) e il secondo mi verra consegnato;

- prendo atto che ricevo una copia firmata del presente Modulo di Consenso, unitamente al Foglio
Informativo;

— che per ogni problema o per eventuali ulteriori informazioni potrod rivolgermi a:
Dr. Alessandro Pezzoli

Indirizzo: Azienda Ospedaliero-Universitaria di Ferrara, Cona (Fe)

Telefono: 0532236886

Pertanto, acconsento liberamente alla partecipazione allo studio clinico.

Nome in stampatello del soggetto

Firma del soggetto

Data

Nome in stampatello del medico sperimentatore Aldo De Togni

Firma per il medico sperimentatore

Data

Nome in stampatello del rappresentante legale™*

Firma del rappresentante legale

Data

*In caso sia designato quale rappresentante legale un amministratore di sostegno, il medico
sperimentatore avra cura di verificare che [’ordinanza di affidamento da parte del giudice tutelare
comprenda anche la tutela della salute dell’amministrato
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Allegato 4 QUESTIONARIO INFORMATIVO

Gent.ma Sig.ra/Sig.....

ai fini dello studio a cui Le ¢ stato chiesto di partecipare abbiamo bisogno di alcune semplici
informazioni che rimarranno assolutamente riservate e che serviranno a rendere ancora piu proficui i
risultati del campione in esame. E sufficiente barrare la risposta che considera esatta segnalando le

eventuali annotazioni.

La ringraziamo per la collaborazione.

1) ha utilizzato nell’ultimo mese antibiotici?
no

si: come si chiama 1’antibiotico?

2) ha utilizzato nell’ultimo mese “fermenti lattici”?
no

si: come si chiama il “fermento lattico” utilizzato?

3) ha utilizzato nell’ultimo mese prodotti per la stitichezza?
no

si: come si chiama il prodotto?
4) soffre di emorroidi o ragadi o Morbo di Crohm?

no:

si:
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Allegato 5 LETTERA INFORMATIVA PER IL MEDICO CURANTE

Gentile Collega,
con la presente vorremmo informarla che il/la,
Sign/Sig.ra suo/a paziente ¢ stato invitato a partecipare,

ed ha liberamente e consapevolmente accettato di farlo, ad una sperimentazione in corso presso la nostra
struttura. Il paziente ¢ in possesso di copia della Nota Informativa e del Consenso Informato dal quale
potra evincere ulteriori informazioni sullo studio.

Di seguito alcune informazioni circa la sperimentazione e le sue finalita che potrebbero esserle utili per
’assistenza al suo paziente.

TITOLO: Valutazione dell’accuratezza della determinazione di composti organici volatili quali
biomarker di neoplasia colo-rettale nelle feci di soggetti FOBT-positivi sottoposti a colonscopia
RAZIONALE DELLA SPERIMENTAZIONE

I1 cancro del colon-retto (CRC) rappresenta una delle neoplasie piu frequentemente diagnosticate in
endoscopia digestiva ed ¢ la terza causa di morte per tumori nei paesi occidentali. La ricerca del sangue
occulto fecale (FOBT) si ¢ dimostrato un metodo efficace e fattibile di screening (4-6) e da 10 anni in
Italia ¢ attiva una campagna di screening del CRC basata sull’esecuzione del FOBT nei soggetti di eta
superiore ai 50 anni. Numerosi studi hanno dimostrato che la crescita tumorale ¢ accompagnata da
perossidazione della membrana cellulare, che puo portare alla modificazione delle proteine cellulari,
con conseguente emissione di VOCs che possono quindi rappresentare utili biomarkers per il CRC. 1
ricercatori del Dipartimento di Fisica e Scienze della terra dell’Universita di Ferrara hanno messo a
punto un sistema di analisi dei VOCs fecali che ha dimostrato di essere in grado di discriminare tra
pazienti affetti da tumore colico e soggetti sani. Tale sistema si basa sull’analisi di un panel di VOCs

che sembra essere in grado di identificare le alterazioni neoplastiche coliche.

OBIETTIVI DELLA SPERIMENTAZIONE

Valutare la specificita dell’analisi dei VOCs nell’identificare lesioni tumorali coliche rispetto alla
colonscopia (considerata “gold standard”) in pazienti positivi al FOBT. Ai soggetti che accetteranno di
eseguire la colonscopia verra chiesto di fornire un ulteriore piccolo campione di feci. Le feci dovranno
essere raccolte massimo tre giorni prima della consegna e conservate in freezer. Tali campioni verranno
poi analizzati dai ricercatori del Dipartimento di Fisica e Scienze della Terra senza essere a conoscenza

del risultato della colonscopia.
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RECAPITO DEL REFERENTE DELLA SPERIMENTAZIONE

Dr. Aldo De Togni

DIP. Sanita Pubblica, Resp. MOD Screening Oncologici, Epidemiololgia e Programmi Promozione
della Salute

Tel: 0532235503

In Fede,

11 medico responsabile della sperimentazione
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Allegato 6 ULTIMA VERSIONE DEL PROGETTO APPROVATO DAL COMITATO ETICO
DELLA PROVINCIA DI FERRARA

Emendamento sostanziale: richiesta di proroga e aggiornamento del progetto

“Valutazione dell’accuratezza della determinazione di composti organici volatili quali biomarker

di neoplasia colo rettale nelle feci di soggetti FOBT-positivi sottoposti a colonscopia”

approvato dal Comitato Etico Unico della Provincia di Ferrara in data 21/01/2016 e iniziato il

01/05/2016
Backgroud

Il cancro del colon-retto (CRC) rappresenta una delle neoplasie piu frequentemente diagnosticate in
endoscopia digestiva ed ¢ la terza causa di morte per tumori nei paesi occidentali. Nel 2012 sono stati
identificati 1,361,000 nuovi casi di cancro del colon-retto che hanno determinato piu di 694,000 morti
(1). Si stima che nel 2013 in Italia ci siano state 55.000 diagnosi di CRC e 22.000 decessi ad esso
correlati (2). I CRC nella grande maggioranza dei casi ha origine da lesioni preneoplastiche (polipi
adenomatosi) che possono essere identificate e rimosse. Per questo motivo sono state proposte numerose
metodiche di screening del CRC per I’identificazione precoce delle lesioni preneoplastiche e attualmente
lo screening ¢ fortemente raccomandato da molte organizzazioni sanitarie (3). La ricerca del sangue
occulto fecale (FOBT) si ¢ dimostrato un metodo efficace e fattibile di screening (4-6) e da 10 anni in
Italia ¢ attiva una campagna di screening del CRC basata sull’esecuzione del FOBT nei soggetti di eta

superiore ai 50 anni.

Nonostante i numerosi vantaggi posseduti dal FOBT (facilita di esecuzione, assenza di invasivita e costi
contenuti) la sua sensibilita e specificita per le neoplasie coliche risulta piuttosto bassa; anche utilizzando
il metodo immunochimico la sensibilita del FOBT si aggira attorno al 79% per il CRC e al 38% per gli
adenomi avanzati, con una specificita del 94 e 93%, rispettivamente (7-8). Per migliorare la selezione
dei pazienti da sottoporre a colonscopia sono stati studiati altri marcatori precoci di neoplasia nelle feci,
tra i quali le alterazioni del DNA fecale (9-10). Tali metodi, sebbene promettenti, non hanno avuto larga

diffusione e sono peraltro gravati da costi elevati.

Una strada alternativa potrebbe essere rappresentata dall’analisi dei metabolomi ovvero delle
micromolecole che esprimono lo status del metabolismo cellulare; ¢ stato ipotizzato che differenti
patologie siano associate a profili di metabolomi specifici (11). I metabolomi possono essere identificati
in numerosi campioni biologici tra i quali feci, urine, saliva e respiro. L’identificazione delle alterazioni
metabolomiche puo essere eseguita anche analizzando i componenti organici volatili (VOC) che sono

rappresentati da elementi chimici gassosi che vengono rilasciati durante i processi metabolici
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dell’organismo e dal microbiota intestinale (12-13). Numerosi studi hanno dimostrato che la crescita
tumorale ¢ accompagnata da perossidazione della membrana cellulare, che puo portare alla
modificazione delle proteine cellulari, con conseguente emissione di VOCs che possono quindi
rappresentare utili biomarkers per il CRC. I ricercatori del Dipartimento di Fisica e Scienze della terra
dell’Universita di Ferrara hanno messo a punto un sistema di analisi dei VOCs fecali che ha dimostrato
di essere in grado di discriminare tra pazienti affetti da tumore colico e soggetti sani. Tale sistema si
basa sull’analisi di un panel di VOCs che sembra essere in grado di identificare le alterazioni

neoplastiche coliche (14).

Scopo del presente studio ¢ valutare 1’accuratezza dell’analisi dei VOC fecali nell’identificare lesioni
preneoplastiche e neoplastiche nei pazienti che partecipano allo screening regionale per la prevenzione

del cancro del colon.
Aim
Valutare la specificita dell’analisi dei VOCs nell’identificare lesioni tumorali coliche rispetto alla

colonscopia (considerata “gold standard”) in pazienti positivi al FOBT
Materials and methods

Lo studio ¢ uno studio monocentrico, prospettico in cui verranno arruolati pazienti con FOBT positivo
che aderiscono alla campagna di Screening regionale per la prevenzione del cancro del colon. Il percorso
della campagna di screening prevede che questi pazienti, dopo aver eseguito il FOBT (che abbia dato
esito positivo) eseguono normalmente un colloquio preliminare con un operatore sanitario, in cui gli

viene spiegato 1’utilita di sottoporsi alla colonscopia.

Ai soggetti che accetteranno di eseguire la colonscopia verra chiesto di fornire un ulteriore piccolo
campione di feci. Per tale motivo verra consegnato un apposito contenitore fornito dall’istituto di fisica
dell’UNIFE. Durante il colloquio preliminare effettuato presso il Centro Screening dell’AUSL verra
fatto firmare 1’apposito modulo di consenso informato per 1’adesione allo studio ed un modulo
informativo per il Medico Curante. Verra Inoltre, somministrato un breve questionario teso ad escludere

I’utilizzo di farmaci o altre condizioni che possano influenzare 1’analisi dei VOCs.

11 paziente che accetta di partecipare allo studio tornera al Centro Screening per consegnare il campione
di feci che verra conservato in un congelatore apposito. Le feci dovranno essere raccolte in un giorno
antecedente a quello in cui viene eseguita la preparazione intestinale e conservate in freezer. Tali
campioni verranno poi analizzati dai ricercatori dell’Istituto di Fisica senza essere a conoscenza del

risultato della colonscopia.

L’end-point primario ¢ rappresentato del confronto dell’analisi dei VOC rispetto al risultato della

colonscopia (presenza/assenza di lesioni neoplastiche/preneoplastiche).

Si valutera Inoltre,, come end-point secondario, un’analisi sulla specificita dei VOC rispetto al FOBT

nell’identificare adenomi e cancri del colon.
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Per poter ampliare il numero delle analisi sugli adenomi con displasia di alto grado e sugli

adenocarcinomi, verra coinvolta anche la Chirurgia dell’Ospedale del Delta.

Verranno infine calcolati i costi sostenuti per eseguire 1’analisi dei VOC e paragonati con quelli del

FOBT.

Lo studio verra condotto congiuntamente dall’U.O. di Gastroenterologia, dal Modulo Dipartimentale di
Endoscopia Digestiva, dal Dipartimento di Fisica e Scienze della Terra dell’Universita di Ferrara, dal
Centro Screening del Dipartimento di Sanita Pubblica dell’AUSL di Ferrara e dal Dipartimento di
Chirurgia Generale dell’Ospedale del Delta.

Il protocollo verra sottoposto alla valutazione del Comitato Etico e verra registrato sul sito

clinicaltrial.gov.
Criteri di inclusione/esclusione

Verranno inclusi nello studio tutti i pazienti di ambo i sessi della fascia di eta 50-69 anni che aderiscono
allo screening regionale per la prevenzione del CCR che abbiano eseguito un FOBT con esito positivo

e che accettino di eseguire 1’indagine di approfondimento di secondo livello (colonscopia).

Non verranno inclusi nello studio pazienti con diagnosi nota di malattia inflammatoria cronica
intestinale, che abbiano eseguito terapie antibiotiche nel mese precedente, che abbiano assunto

recentemente probiotici o lassativi.
Numerosita del campione

Verranno inclusi circa 400 soggetti arruolati durante i colloqui di screening. Il tempo previsto per

I’arruolamento del campione ¢ di circa 24 mesi.
Analisi statistica

L’analisi statistica sara di tipo descrittivo riguardo alle caratteristiche del campione osservato: per le
variabili di tipo quantitativo verranno riportate media, deviazione standard, valore massimo ¢ minimo;

per variabili di tipo qualitativo frequenza assoluta e frequenza relativa percentuale.

I risultati osservati relativamente al numero di casi concordanti e discordanti tra i due test (FOBT e
VOCs) rispetto al Gold Standard (colonscopia) saranno riportati mediante frequenze relative percentuali

e relativi intervalli di confidenza al 95% (IC 95%)).
Modifiche apportate al progetto:

1) Lasede in cui ai pazienti verra illustrato il progetto di ricerca, dove verra fatto firmare I’apposito
modulo di consenso informato per 1’adesione allo studio ed il modulo informativo per il Medico
Curante, non sara piu ’endoscopia digestiva dell’ Azienda Ospedaliera S. Anna, ma il Centro

Screening dell’ AUSL di cui il Responsabile ¢ il dott. Aldo De Togni.
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3)
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La sede in cui i pazienti dovranno consegnare i campioni non sara piu I’endoscopia digestiva
dell’Azienda Ospedaliera S. Anna, ma il Centro Screening dell’AUSL

Per poter ampliare il numero delle analisi sugli adenomi con displasia di alto grado e sugli
adenocarcinomi, verra coinvolta anche la Chirurgia dell’Ospedale del Delta con la

collaborazione del Prof. Carlo Feo

4) Sara necessario continuare lo studio per altri 2 anni, Il tempo previsto per I’arruolamento del

campione ¢ di circa 24 mesi.

Responsabili del progetto
Dir. Aldo De Togni

Prof. Cesare Malagu

Dir. Paolo Pazzi

Dir. Carlo Feo

Referenti del progetto

Dott.ssa Caterina Palmonari

Dott.ssa Giulia Zonta

Dott. Alessandro Pezzoli
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