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OBIETTIVI	

Il	 presente	 protocollo	 è	 stato	 sviluppato	 per	 lo	 studio	 di	 aree	 ad	 elevato	 rischio	 ambientale	 e	 prevede	 approfondimen6	 dedica6	 alla	 determinazione	 della	
presenza	di	inquinan6	in	tu9e	le	matrici	ambientali	(suolo,	aria,	acque)	e	contestualmente	una	raccolta	de9agliata	di	informazioni	sull’alimentazione	dei	sogge?	
partecipan6	 e	 sulla	 provenienza	 di	 specifiche	 categorie	merceologiche,	 acquistate	 e	 vendute	 dalle	 principali	 insegne	 della	 Grande	 Distribuzione	 Organizzata	
(GDO)	nelle	aree	ogge9o	dello	studio,	per	l’analisi	del	trasferimento	dei	contaminan6	dall’ambiente	al	food.	
Nel	proge9o	viene	inoltre	sviluppata	una	cospicua	parte	sanitaria	mirata	alla	iden6ficazione	dei	rappor6	fra	esposizione	ad	inquinan6	e	danno	a	specifici	organi	
ed	appara6	(epidemiologia	eziologica).	Inoltre,	il	protocollo	prevede	la	creazione	di	coor6	di	nascita	composte	da	donne	in	gravidanza	residen6	nelle	aree	dei	SIN	
e	dai	loro	bambini,	insieme	ad	una	popolazione	di	donne	gravide	residen6	in	aree	limitrofe.	Ciò	al	fine	di	studiare	il	possibile	effe9o	dell’esposizione	prenatale	su	
numerose	condizioni	di	 salute,	 fra	cui	 i	disturbi	 respiratori,	 l’obesità,	 i	disturbi	dello	 sviluppo	cogni6vo	e	del	 comportamento	e	 le	patologie	 infe?ve.	Saranno	
quindi	approfondi6	i	potenziali	rischi	associa6	agli	s6li	di	vita	ado9a6	in	gravidanza	in	donne	residen6	in	aree	a	forte	rischio	ambientale,	ed	in	par6colare	sarà	
inves6gato	il	ruolo	della	placenta	nel	mediare	l’esposizione	fetale.	

RAZIONALE	

Negli	ul6mi	anni	ingen6	risorse	economiche	sono	state	impiegate	nella	valutazione	e	nella	cara9erizzazione	degli	effe?	dei	contaminan6	ambientali	sulla	salute	
in	età	pediatrica.	Tu9avia	più	recentemente	numerosi	studi	hanno	messo	in	luce	come	l’alterazione	dell’ambiente	intrauterino	durante	le	fasi	dello	sviluppo	fetale	
possa	condizionare	la	salute	durante	tu9a	la	vita.	Tale	conce9o	è	noto	come	DoHAD,	Developmental	Origins	of	Health	and	Disease.	Lo	sviluppo	fetale	e	la	prima	
infanzia	 rappresentano	 periodi	 cara9erizza6	 da	 un	 intenso	 sviluppo	 ed	 elevata	 plas6cità	 che	 rendono	 tale	 finestra	 temporale	 par6colarmente	 susce?bile	
all’influenza	dell’ambiente	esterno.	L’inquinamento	atmosferico	e	l’esposizione	ad	agen6	chimici	(ad	esempio	interferen6	endocrini	e	metalli	pesan6),	alcuni	s6li	
di	vita	scorre?	e	la	storia	medica	materna	durante	la	gravidanza	possono	provocare	cambiamen6	sostanziali	nell’ambiente	intrauterino.	Tali	modifiche	innescano	
risposte	ada?ve	del	feto	che	di	concerto	con	fa9ori	gene6ci	possono	predisporre	a	mala?e	della	prima	infanzia,	così	come	a	patologie	croniche.	La	placenta	è	il	
punto	di	interfaccia	tra	la	madre	ed	il	feto	in	via	di	sviluppo,	rappresenta	una	barriera	di	protezione	per	l’ambiente	fetale,	sos6ene	e	coordina	inoltre	lo	sviluppo	
del	feto	durante	la	gestazione.	Alterazioni	della	fisiologia	placentare	sono	associate	a	ritardo	della	crescita	intrauterina,	a	nascite	pre-termine	e	alla	preeclampsia.	
Ques6	rappresentano	fa9ori	di	rischio	per	numerose	condizioni	patologiche	nei	primi	anni	di	vita.	Inoltre,	quando	riscontrate	in	associazione	a	fa9ori	gene6ci	ed	
ambientali,	possono	determinare	susce?bilità	a	patologie	della	vita	adulta.	L'efficienza	placentare	è	determinata	in	parte	dalla	componente	gene6ca,	e	in	parte,	
dalla	sua	risposta	all’ambiente	intrauterino.	
La	presenza	di	tossican6	nella	placenta	è	associata	ad	alterazioni	stru9urali	e	di	 funzionamento	della	stessa,	con	conseguenze	dire9e	sullo	sviluppo	fetale:	un	
esempio	è	 fornito	dall’esposizione	al	 fumo	di	 sigare9a	durante	 la	gravidanza.	È	 stata	dimostrata	 infa?	una	modificazione	dell’espressione	genica	delle	cellule	
placentari	e	fetali	in	relazione	all’esposizione	sia	dire9a	che	indire9a	al	fumo	di	tabacco	u6lizzando	come	proxy	di	esposizione	le	concentrazioni	di	Cadmio	nella	



	

placenta.	 Concentrazioni	 elevate	 di	mercurio	 nei	 tessu6	 fetali	 sono	 associate	 alla	 riduzione	 della	 sintesi	 ormonale	 ed	 al	 consumo	di	 ossigeno	 da	 parte	 della	
placenta.	 Numerosi	 compos6	 organici	 persisten6	 sono	 sta6	 misura6	 nei	 tessu6	 fetali	 ed	 in	 par6colare	 nella	 placenta.	 L’esposizione	 a	 PCB	 e	 PBDE	 è	 stata	
dimostrata	interferire	con	i	processi	di	sviluppo	e	crescita	fetale	determinando	una	significa6va	riduzione	del	peso	alla	nascita.	
La	valutazione	del	ruolo	della	placenta	nel	mediare	l’esposizione	fetale	può	essere	indagata	a9raverso	indagini	biomolecolari,	con	u6lizzo	di	campioni	di	sangue	
materno,	sangue	cordonale	e	placenta	come	biomatrici	per	la	valutazione	dell’esposizione	ambientale	durante	la	gestazione.	L’impa9o	degli	inquinan6	ambientali	
sull’espressione	genica	ha	recentemente	a?rato	l’a9enzione	come	nuova	fron6era	per	la	ricostruzione	del	nesso	eziologico	tra	esposizione	ed	effe?	sulla	salute.	
Il	 presente	 protocollo	 prevede	 quindi	 di	 valutare	 l’impa9o	 degli	 inquinan6	 sull’espressione	 genica	 placentare.	 Il	 profilo	 trascri9omico	 della	 placenta	 fornirà	
informazioni	sulle	differenze	di	espressione	di	un	vasto	gruppo	di	geni	so9o	l’influenza	degli	inquinan6	ambientali.	

RAZIONALE 

Le	a?vità	di	studio	e	sorveglianza	epidemiologica	di	na6	residen6	in	si6	di	interesse	nazionale	e	in	aree	ad	elevato	rischio	ambientale	possono	richiedere	
l’arruolamento	di	coor6	di	controllo,	arruolate	in	aree	diverse.	L’iden6ficazione	di	queste	aree	di	confronto	locale	può	essere	realizzata	sulla	base	dei	da6	di	
nascita	desun6	da	CeDAP	(possibilità	di	iden6ficare	pun6	nascita	di	riferimento;	numero	di	na6	nelle	aree	di	studio	e	di	controllo)	e	sul	criterio	dei	comuni	
limitrofi.	Le	aree	di	controllo	possono	essere	ad	esempio	quelle	che	si	trovano	in	un	raggio	di	massimo	50	km	rispe9o	al	SIN,	con	un	numero	di	na6	sufficien6	a	
fungere	da	popolazione	di	controllo	e	con	una	sufficiente	concentrazione	di	na6/anno	nei	pun6	nascita	iden6fica6	come	riferimento.	La	scelta	di	u6lizzare	un	
criterio	spaziale	per	la	definizione	delle	aree	di	controllo	deriva	dalla	necessità	di	garan6re	condizioni	socio-economiche	e	s6li	di	vita	confrontabili	con	quelli	delle	
aree	in	studio.	

POSSIBILI	ATTIVITÀ	DA	PROGRAMMARE 

Per	studiare	adeguatamente	esposizioni	ed	esi6	di	salute	è	necessario	seguire	nel	tempo	donne	e	bambini	arruola6	nelle	coor6	e	realizzare	periodiche	raccolte	di	
campioni	biologici	che	andranno	conserva6	in	maniera	stabile	in	apposi6	biorepository/biobanche,	senza	scopo	di	lucro	e	con	esclusiva	finalità	di	ricerca.		
I	campioni	biologici,	che	potranno	riguardare	sia	i	genitori	che	il	bambino	e	che	saranno	conserva6	per	18	anni	dall’inizio	dello	studio,	dipenderanno	dal	disegno	
finale,	dalle	esposizioni	da	determinare	nelle	diverse	zone	(che	potranno	essere	determinate	in	maniera	precisa	u6lizzando	i	da6	presenta6	dallo	studio	SENTIERI)	
e	dai	finanziamen6	disponibili	e	potranno	includere:	



	

1) Sangue	materno	prelevato	al	momento	dell’arruolamento	

2) Sangue	materno	prelevato	al	parto	

3) Sangue	cordonale		

4) Tessuto	cordonale	

5) Tessuto	placentare	

6) La9e	materno		

7) Capelli	

8) Unghie		

9) Den6	da	la9e		

10) Urine		

11) Liquido	sperma6co	

Anche	gli	esi6	che	saranno	valuta6	e	le	misurazioni	che	saranno	realizzate	sui	campioni	raccol6	dipenderanno	dalle	esposizioni	di	interesse,	e	potranno	quindi	
essere	diverse	a	seconda	delle	aree	di	studio.	A	6tolo	esemplifica6vo,	si	riportano	di	seguito	le	a?vità	pianificate	(arruolamento,	raccolta	da6	e	campioni	biologici	
e	rela6ve	analisi)	per	lo	studio	NEHO		(Neonatal	Environment	and	Health	Outcomes)	“Arruolamento	e	sorveglianza	epidemiologica	di	una	coorte	di	na6	residen6	
in	aree	di	interesse	nazionale	per	la	bonifica	e	aree	di	confronto	locale”	realizzato	in	alcuni	SIN	della	Sicilia	(www.neho.it).	Si	so9olinea	comunque	che	tali	a?vità	
sono	ampiamente	generalizzabili	e	quindi	applicabili,	alla	maggior	parte	delle	aree	ad	elevato	rischio	ambientale.	Un	esempio	di	studio	di	fa?bilità	realizzato	a	
par6re	da	questo	protocollo,	che	include	anche	un’ipotesi	di	cos6,	è	disponibile	sul	sito	web	millegiorni.info,	nella	sezione	Protocolli	di	intervento	h9ps://
millegiorni.info/per-i-decisori/protocolli-di-intervento/.	
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FASE	I	
Promozione	dello	studio	

La	promozione	sarà	effe9uata	a9raverso	una	prima	fase	di	sensibilizzazione	e	formazione	del	personale	ospedaliero,	ginecologi	ed	ostetrici	a	conta9o	dire9o	
con	 le	 possibili	 partecipan6,	 con	workshop	 ineren6	 le	 tema6che	 e	 gli	 obie?vi	 della	 ricerca.	 Al	 fine	 di	 potenziare	 l’adesione	 allo	 studio	 sarà	 a?vata	 una	
campagna	di	sensibilizzazione	e	diffusione	sul	territorio	degli	scopi	del	proge9o	secondo	le	seguen6	modalità:	
i) Diffusione	di	materiale	informa6vo	so9o	forma	di	poster	da	affiggere	nei	repar6	di	ginecologia	e	ostetricia	dei	pun6	nascita	seleziona6	per	lo	studio.	
ii) Distribuzione	di	brochure	contenen6	materiale	informa6vo	alle	donne	in	gravidanza	residen6	nelle	aree	di	studio	durante	le	visite	di	rou6ne	e	i	corsi	pre-

parto.	
iii) Realizzazione	 di	 campagne	 di	 promozione	 web	 in	 forum	 e	 si6	 internet	 a	 cara9ere	 medico/sanitario	 (come	 per	 esempio	 i	 si6	 internet	 degli	 ospedali	

coinvol6,	delle	Aziende	Sanitarie,	delle	Regioni	coinvolte,	ecc.).	
iv) Pubblicizzazione	a9raverso	forum	web	dedica6	alla	gravidanza.	
v) Creazione	di	una	pagina	Web	dedicata	alle	a?vità	dello	studio.	

FASE	II	
Reclutamento	e	somministrazione	ques6onario	“baseline”	

L’arruolamento,	 su	 base	 esclusivamente	 volontaria,	 avverrà	 in	 occasione	 delle	 visite	 ospedaliere	 di	 rou6ne	 nel	 corso	 degli	 ul6mi	 due	 mesi	 di	 gravidanza.	
Ciascuna	delle	donne	cui	sarà	proposta	 la	partecipazione	allo	studio	avrà	modo	di	 leggere	 la	nota	 informa6va	e	potrà	quindi	decidere	se	firmare	 il	consenso	
informato	 rela6vo	 al	 tra9amento	 dei	 da6	 personali,	 alla	 raccolta,	 conservazione	 e	 u6lizzo	 del	materiale	 biologico	 per	 soli	 fini	 di	 ricerca.	 Le	 donne	 saranno	
informate	delle	finalità	del	proge9o	e	della	sua	durata	da	personale	medico	delle	stru9ure	ospedaliere	sopra	elencate	e	saranno	invitate	ad	aderire	allo	studio.	
Non	sarà	mai	necessario	recarsi	presso	l’ospedale	al	di	fuori	delle	visite	previste	per	il	follow-up	della	gravidanza.	

I	criteri	generali	per	l'inclusione	nello	studio	sono:		
1. Completa	comprensione	della	lingua	italiana	scri9a	e	parlata.	
2. Residenza	nelle	aree	di	studio	da	almeno	un	anno.	
3. Età	compresa	tra	i	18	ei	40	anni.	
4. Non	aver	seguito	un	programma	di	riproduzione	assis6ta.	
5. Assenza	di	mala?e	croniche	gravi	incluse	diabete	o	ipertensione.	
6. Assenza	di	qualsiasi	complicazione	durante	la	gravidanza.	



	

Alla	 firma	 del	 consenso	 informato	 le	 donne	 saranno	 intervistate	 al	 fine	 di	 raccogliere	 informazioni	 sulla	 storia	 clinica	 precedente	 la	 gravidanza,	 lo	 stato	
socioeconomico,	lo	s6le	di	vita,	la	dieta,	le	eventuali	esposizioni	ambientali	(domes6che	e	lavora6ve).	Saranno	inoltre	raccolte	informazioni	rela6ve	al	decorso	
della	 a9uale	 gravidanza,	 al	 partner	 e	 alla	 percezione	 del	 rischio	 ambientale.	 La	 raccolta	 di	 tali	 da6	 sarà	 effe9uata	 da	 personale	 medico/ricercatore	
adeguatamente	 formato,	 a9raverso	un	device	ele9ronico	e	 i	 da6	 raccol6	 saranno	 invia6	al	 server	dedicato	e	 resi	 anonimi.	 Sarà	 contestualmente	 chiesto	di	
donare	15	ml	di	sangue	(in	vacutainer	metal	free)	sul	quale	sarà	valutata	 la	presenza	di	 inquinan6	ambientali	organici	ed	 inorganici.	Ad	integrazione	dei	da6	
o9enu6	 tramite	 ques6onario,	 verranno	 raccolte	 tramite	 SIO	 (Sistema	 Informa6vo	Ospedaliero)	 informazioni	 rela6ve	 alle	 ospedalizzazioni	 delle	 volontarie	 a	
par6re	dai	due	anni	preceden6	la	gravidanza.	

Protocollo	prelievo	sangue	materno	(primo	prelievo)	

• Applicare	il	laccio	emosta6co	sul	braccio.	
• Prelevare	15	ml	di	sangue	da	una	vena	antecubitale	mediante	ago	sterile	(Venoject	o	simili).	
• Suddividere	il	campione	ema6co	in	una	prove9a	con	EDTA	e	due	Sierologiche	(entrambe	cer6ficate	metals	free).	
• Riempire	le	prove9e	iniziando	da	quella	con	EDTA	e	procedere	con	le	due	Sierologiche.	
• Centrifugare	entrambe	le	6pologie	di	prove9e	a	3000	g	per	10	minu6:	

- Per	le	prove9e	in	EDTA	separare	Plasma	e	buffy	coat	in	cryovials	(metals	free	ed	RNAsi	free)	accuratamente	marca6	con	il	codice	iden6fica6vo	del	
sogge9o	e	la	6pologia	del	campione	e	congelare	a	-20°C.	

- Per	le	prove9e	Sierologiche	prelevare	unicamente	il	siero	e	suddividerlo	in	cryovials	accuratamente	marca6	con	il	codice	iden6fica6vo	del	sogge9o	e	
la	6pologia	del	campione	quindi	congelare	a	-20°C.	

• Ciascun	campione,	in	forma	anonima,	sarà	registrato	in	un	archivio	ges6onale	informa6zzato	che	ne	consen6rà	la	tracciabilità.	
• I	campioni	saranno	temporaneamente	stocca6	presso	il	punto	nascita	e	periodicamente	trasferi6	presso	biobanche	previamente	iden6ficate	dove	verranno	

conserva6	a	-80°C	sino	al	momento	delle	analisi.	
• Il	materiale	biologico	sarà	conservato	fino	al	compimento	del	18°	anno	di	età	del	sogge9o.	

FASE	III	
Campionamento	della	placenta,	sangue	materno	e	sangue	cordonale	

Nell’immediato	dopo	parto	saranno	esegui6	i	campionamen6	del	tessuto	placentare	e	del	sangue	cordonale.	A	tale	scopo	il	personale	ospedaliero	preposto	al	
campionamento	 dovrà	 raccogliere	 la	 placenta	 e	 trasportarla	 in	 un	 locale	 idoneo	 alle	 procedure	 di	 campionamento.	 Le	 annotazioni	 riguardan6	 una	
cara9erizzazione	 macroscopica	 della	 placenta	 (posizionamento	 cordone,	 presenza	 di	 alterazioni	 stru9urali,	 peso	 e	 diametro)	 saranno	 raccolte	 prima	 di	
procedere	con	i	prelievi.	Per	prima	cosa	sarà	prelavato	il	sangue	cordonale	venoso	(15	ml)	entro	30	minu6	dal	parto.	



	

I	 campioni	 di	 sangue	 cordonale	 e	materno	 saranno	 u6lizza6	 per	 la	 valutazione	 dei	 tossican6,	 le	 porzioni	 di	 placenta	 prelevate	 saranno	 u6lizzate	 sia	 per	 la	
valutazione	dei	 tossican6	sia	per	 l’analisi	biomolecolare	genome	wide	mRNA	analysis.	 Il	materiale	biologico	non	analizzato	sarà	conservato	nella	biobanca	a	
-80°C	per	future	analisi	ineren6	gli	obie?vi	del	proge9o.	Il	materiale	biologico	sarà	conservato	fino	al	compimento	del	18°	anno	di	età	del	sogge9o.	

Protocollo	prelievo	sangue	materno	(secondo	prelievo)	

• Applicare	il	laccio	emosta6co	sul	braccio.	
• Prelevare	15	ml	di	sangue	da	una	vena	antecubitale	mediante	ago	sterile	(Venoject	o	simili).	
• Suddividere	il	campione	ema6co	in	una	prove9a	con	EDTA	e	due	Sierologiche	(entrambe	cer6ficate	metals	free).	
• Riempire	le	prove9e	iniziando	da	quella	con	EDTA	e	procedere	con	le	due	Sierologiche.	
• Centrifugare	entrambe	le	6pologie	di	prove9e	a	3000	g	per	10	minu6:	

- Per	 le	prove9e	 in	EDTA	separare	Plasma	e	buffy	coat	 in	cryovials	 (metals	 free	ed	RNAsi	 free)	accuratamente	marca6	con	 il	 codice	 iden6fica6vo	del	
sogge9o	e	la	6pologia	del	campione	e	congelare	a	-20°C.	

- Per	le	prove9e	Sierologiche	prelevare	unicamente	il	siero	e	suddividerlo	in	cryovials	accuratamente	marca6	con	il	codice	iden6fica6vo	del	sogge9o	e	la	
6pologia	del	campione	quindi	congelare	a	-20°C.	

• Ciascun	campione,	in	forma	anonima,	sarà	registrato	in	un	archivio	ges6onale	informa6zzato	che	ne	consen6rà	la	tracciabilità.	
• I	campioni	saranno	temporaneamente	stocca6	presso	il	punto	nascita	e	periodicamente	trasferi6	presso	biobanche	previamente	iden6ficate	dove	verranno	

conserva6	a	-80°C	sino	al	momento	delle	analisi.	
• Il	materiale	biologico	sarà	conservato	fino	al	compimento	del	18°	anno	di	età	del	sogge9o.	

Protocollo	prelievo	sangue	cordonale:	

• Subito	dopo	la	nascita	clampare	il	cordone	con	delle	pinze	in	prossimità	del	neonato.	
• Tagliare	il	cordone	tra	le	due	pinze.	
• Pulire	accuratamente	il	cordone	con	una	soluzione	isotonica	sterile.	
• Disinfe9are	la	parte	di	cordone	in	cui	sarà	inserito	l’ago	collegato	alla	camicia	per	le	prove9e.	
• Riempire	le	prove9e	iniziando	da	quella	con	EDTA	e	successivamente	le	due	Sierologiche	(entrambe	cer6ficate	metals	free).	
• Centrifugare	entrambe	le	6pologie	di	prove9e	a	3000	G	per	10	minu6	in	centrifuga	refrigerata	(4°C).	
• Per	le	prove9e	in	EDTA	separare	Plasma	e	buffy	coat	in	cryovials	(metals	free	e	RNAsi	free)	accuratamente	marca6	con	il	codice	iden6fica6vo	del	sogge9o	e	la	

6pologia	del	campione	e	congelare	a	-20°C.	
• Per	 le	 prove9e	 Sierologiche	prelevare	unicamente	 il	 siero	 e	 suddividerlo	 in	 cryovials	 accuratamente	marca6	 con	 il	 codice	 iden6fica6vo	del	 sogge9o	e	 la	

6pologia	del	campione	quindi	congelare	a	-20°C.	



	

• Ciascun	campione,	in	forma	anonima,	sarà	e6che9ato	e	registrato	in	un	archivio	ges6onale	informa6zzato	che	ne	consen6rà	la	tracciabilità.	
• I	campioni	saranno	temporaneamente	stocca6	presso	il	punto	nascita	e	periodicamente	trasferi6	presso	biobanche	previamente	iden6ficate	dove	verranno	

conserva6	a	-80°C	sino	al	momento	delle	analisi.	
• Il	materiale	biologico	sarà	conservato	fino	al	compimento	del	18°	anno	di	età	del	sogge9o.	

Protocollo	prelievo	tessuto	placentare:	

• Compilare	la	scheda	ostetrica	rela6va	all’esame	macroscopico	della	placenta.	
• Pesare	e	misurare	la	placenta.	
• Eliminare	la	parte	più	esterna	e	l’eventuale	eccesso	di	sangue.	
• U6lizzare	il	punch	per	biopsia	per	campionare	la	placenta	(un	punch	per	placenta).	suddividere	idealmente	il	campione	in	qua9ro	aree	centrate	sul	cordone.	
• Poggiare	il	punch	sulla	placenta	e	applicare	una	leggera	e	costante	pressione	ruotando	il	punch	tra	il	pollice	e	l’indice.	
• Sollevare	la	biopsia	con	una	pinza	chirurgica	sterile	e	tagliare	cercando	di	eliminare	le	membrane	fetali	aiutandosi	con	un	bisturi	sterile.	
• Prima	di	trasferire	il	campione	nel	cryovials	eliminare	l’eccesso	di	sangue	u6lizzando	un	recipiente	sterile	contenente	PBS	con	inibitori	delle	RNAsi.	
• Eseguire	tre	biopsie	per	quadrante:	una	prossimale	al	cordone	(3/4	cm	di	distanza),	una	marginale	(3/4	cm	dal	bordo)	ed	una	intermedia	alle	due,	evitando	di	

intaccare	i	grossi	vasi.	
• Il	campione	centrale	di	ciascuna	sezione	sarà	u6lizzato	per	le	analisi	biomolecolari	
• Al	campione	andranno	aggiun6	circa	600	microlitri	di	RNAlater	(criopreservante)	sino	alla	copertura	dell’intero	campione.	
• Il	campione	con	RNAlater	andrà	mantenuto	24	h	a	4°C	e	successivamente	andrà	trasferito	a	-20°c	per	ulteriori	24h	al	termine	delle	quali	 la	biopsia	andrà	

trasferita	in	un	nuovo	cryovials	e	conservata	a	-20°c	sino	al	trasferimento	presso	la	biobanca	del	proge9o.	

Raccolta,	conservazione	e	u6lizzo	dei	campioni	biologici	

Il	prelievo	dei	campioni	biologici	è	ges6to	dalle	U.O.	di	Ostetricia	e	Ginecologia	delle	stru9ure	ospedaliere	selezionate	dallo	studio.		
I	campioni,	inizialmente	saranno	temporaneamente	stocca6	presso	il	punto	nascita.	Periodicamente	saranno	trasferi6,	con	l’ausilio	di	apposi6	corrieri,	presso	
biobanche	previamente	iden6ficate,	dove	verranno	conserva6	a	-80°C	sino	al	momento	delle	analisi.	
Trasporto,	conservazione	e	analisi	dei	campioni	biologici	saranno	ges66	so9o	la	responsabilità	dello	sperimentatore	principale.	
Con	la	firma	dei	consensi	informa6	si	autorizza:	

- Il	prelievo	di	sangue	materno.	
- Il	prelievo	di	sangue	cordonale.	
- Il	prelievo	di	tessuto	placentare.	
- La	conservazione	dei	campioni	biologici	della	mamma	e	del	bambino	per	un	periodo	di	18	anni.	



	

- La	registrazione	di	informazioni	da	Cartella	Clinica	ineren6	il	parto	e	parametri	del	neonato	e	della	mamma	
- L’estrazione	di	RNA,	DNA	e	la	valutazione	di	sostanze	inquinan6	eventualmente	presen6	nei	campioni.	
- Il	loro	u6lizzo	per	analisi	riguardan6	i	fa9ori	coinvol6	nello	sviluppo	di	una	delle	patologie	e/o	condizioni	di	salute	indagate.	
- L’uso	di	ques6	campioni	esclusivamente	nell'ambito	di	proge?,	approva6	dai	competen6	Comita6	E6ci,	per	scopi	scien6fici	dire9amente	collega6	a	

quelli	per	i	quali	sono	sta6	originariamente	raccol6.	
- L’invio	di	ques6onari	alla	nascita	e	al	riconta9o	tramite	mail/interviste	telefoniche	(6	-	12	mesi).	
- L’interrogazione	degli	archivi	di	da6	del	Servizio	Sanitario	Nazionale	rela6vi	a:	Pronto	soccorso,	ospedalizzazioni	e	altri	even6	avversi.	
- Il	tra9amento	dei	da6	personali	nello	studio	in	ogge9o.	

Analisi	del	materiale	biologico	raccolto	

Saranno	eseguite	determinazioni:	
• del	contenuto	di	inquinan6	ambientali,	organici	e	inorganici,	eventualmente	presen6	nel	sangue	materno	e	cordonale	e	nel	tessuto	placentare;	
• del	trascri9oma	dei	campioni	di	placenta.	

Valutazione	degli	inquinan6	ambientali	

Sulla	 base	 delle	 cara9eris6che	 specifiche	 di	 ciascuno	 dei	 si6	 seleziona6	 nonché	 dei	 risulta6	 delle	 rela6ve	 indagini	 ambientali,	 saranno	 valuta6	 i	 livelli	 di	
sostanze	inorganiche	(metalli	pesan6)	e	organiche	(persistent	organic	pollutants	-	POPs)	mediante	analisi	eseguite	presso	laboratori	accredita6	per	indagini	su	
matrici	biologiche.	

Estrazione	dell’RNA	totale	

L’RNA	 totale	 sarà	estra9o	da	ciascun	campione	di	placenta	u6lizzando	un	kit	a	 colonnine	 (RNeasy	mini	kit,	Quiagene,	Netherlands).	 Il	 controllo	qualita6vo	
dell’estrazione	 verrà	 eseguito	 a9raverso	 spe9rometro	 Nanodrop	 (Nanodrop,	 USA),	 fluorimetro	 Qubit	 (life	 technologies,	 USA)	 ed	 ele9roforesi	 capillare	
(Bioanalyzer	2100	microcapillary	(Agilent,	USA).	

Analisi	Microarray	

Le	analisi	 in	Microarray	 saranno	eseguite	u6lizzando	 la	 tecnologia	Agilent	 (Santa	Clara,	CA,	USA).	 L’RNA	di	 cinque	campioni	placentari	dello	 stesso	gruppo	
sperimentale	(con	stesso	range	di	tossicante	riscontrato	nelle	analisi	di	biomonitoraggio)	saranno	analizza6	insieme	al	fine	di	diminuire	la	variabilità	sogge?va	
del	 singolo	 campione	 (pooling	 strategy).	 Dieci	 pool	 così	 cos6tui6	 saranno	 prepara6	 per	 ciascun	 gruppo	 sperimentale.	 L’RNA	 di	 ogni	 singolo	 pool	 sarà	



	

amplificato	e	marcato	al	 3’	o	5’	 a9raverso	TWO-Color	 Low	 Imput	Quick	Amp	Kit	 (Agilent,	USA).	Coppie	di	pool,	 da	differen6	gruppi	 sperimentali,	 saranno	
analizza6	in	un	singolo	Microarray	SurePrint	G3	Human	Gene	Expression	v3	8x60k	(GE	Hybridiza6on	Kit,	Agilent,	USA).	L’acquisizione	delle	immagini	dei	chip	
saranno	eseguite	su	G2565CA	Microarray	scanner	(Agilent,	USA).	I	da6	o9enu6	saranno	analizza6	ed	estra?	a9raverso	Feature	Extra6on	Sowware.	

Analisi	sta6s6ca	dei	da6	

Le	associazioni	tra	residenza	in	aree	altamente	inquinate	delle	madri,	i	livelli	di	contaminante	nelle	biomatrici	e	il	verificarsi	di	outcome	avversi	nella	salute	del	
bambino	 saranno	 studiate	 applicando	modelli	mis6	 lineari	 generalizza6.	 Le	 tradizionali	 tecniche	 di	 analisi	 sta6s6ca	 sui	microarray,	 u6lizzate	 per	 lo	 studio	
dell’espressione	genica,	 saranno	effe9uate	ado9ando	 la	strategia	del	pooling	sui	campioni	di	mRNA.	Nella	 fa?specie,	 l'analisi	 sta6s6ca	dei	da6	microarray	
verrà	eseguita	u6lizzando	il	sowware	Bioconductor	e	saranno	u6lizza6	modelli	 lineari	per	microarray	(pacche9o	Linear	Models	for	Microarray	and	RNA-Seq	
Data	 -	 limma).	 Al	 fine	 di	 analizzare	 corre9amente	 i	 da6	 o9enu6	 saranno	 effe9uate:	 la	 correzione	 del	 fondo;	 la	 normalizzazione	 intra-	 e	 tra-	 gli	 array	
("normexp",	"loess"	e	"Aquan6le")	e	la	re?fica	p-value	Benjamini	e	Hochberg.	Saranno	quindi	o9enu6	gli	elenchi	di	geni	differenzialmente	espressi	da	ogni	
esperimento	a9raverso	Enrichr	(Enrichr:	un	server	web	per	le	analisi	arricchimento,	aggiornato	al	2016).	

FASE	IV	
Follow-up	a9raverso	ques6onario/intervista	telefonica	
Le	donne	reclutate	saranno	invitate	a	compilare	due	ques6onari	di	follow-up	per	via	telema6ca	(a9raverso	la	ricezione	via	mail	del	link	alla	pia9aforma	CISAS	e	
delle	credenziali	per	l’accesso).	In	alterna6va	le	donne	saranno	intervistate	telefonicamente.	I	due	ques6onari	saranno	invia6	a	6	e	a	12	mesi	dalla	nascita.		
Nello	specifico,	 il	ques6onario	somministrato	a	6	mesi	dalla	nascita	sarà	volto	a	monitorare	lo	stato	di	salute	e	 le	misure	antropometriche	del	neonato,	 la	sua	
alimentazione	 e	 svezzamento,	 i	 disturbi	 del	 sonno,	 inciden6,	 traumi	 ed	 eventuale	 insorgenza	 di	 patologie	 respiratorie.	 Sarà	 inves6gata	 anche	 la	 salute	 della	
mamma	nel	periodo	post-natale,	la	sua	alimentazione,	eventuale	abitudine	al	fumo	di	sigare9a	ed	esposizione	passiva.		
Il	ques6onario	somministrato	a	12	mesi	dalla	nascita	si	propone	di	approfondire	le	traie9orie	di	sviluppo	del	bambino,	monitorando	l’andamento	delle	condizioni	
di	salute	e	mala?e.	

OUTCOME	
L’obie?vo	principale	 del	 protocollo	 è	 quello	 di	monitorare	 l’andamento	 di	 numerose	 condizioni	 di	 salute	 correlandole	 alla	 presenza	 di	 contaminan6	 (Metalli	
Pesan6	[HM],	sostanze	organoclorurate	persisten6	[POPs],	Polibromodifenileteri	[PBDE]	e	Policlorobifenili	[PCB])	durante	la	gravidanza.	
Infa?,	uno	degli	outcome	principali	del	proge9o	è	la	valutazione	degli	inquinan6	nelle	matrici	biologiche	in	relazione	agli	s6li	di	vita	di	donne	residen6	in	aree	ad	
elevato	impa9o	ambientale.	In	par6colare,	saranno	valuta6	nel	de9aglio,	a9raverso	ques6onario,	le	seguen6	informazioni:	



	

i) Dieta	e	abitudini	alimentari.	
ii) Consumo	di	acqua	e	6pologia	di	approvvigionamento.	
iii) Esposizioni	domes6che	e	lavora6ve	(incluso	pendolarismo).	
iv) U6lizzo	di	farmaci.	
v) Esposizione	a	fumo	di	sigare9a.	
vi) Storia	riprodu?va.	
vii) Decorso	dell’a9uale	gravidanza	e	delle	eventuali	preceden6.	

Lo	studio	prevede,	inoltre,	la	valutazione	dei	seguen6	outcome	del	bambino:	

OUTCOME DESCRIZIONE REFERENCE

Nascita
• Durata della gestazione 
• Misure antropometriche del neonato 
• Apgar score (5’, 10’)

• Al-Saleh I. et al., 2014. 
• Andraweera P.H. et al., 2016. 
• Govarts, E. et al., 2014. 
• Slama, R. et al., 2014.

6 mesi • Misure antropometriche a 6 mesi 
• Patologie respiratorie 
• Ricoveri 
• Tappe motorie generali 
• Tappe motorie fini 
• Tappe evolutive

• Dietrich K.N. et al., 1993. 
• Herbstman, J.B. et al., 2010. 
• Oken, E. et al. 2005. 
• Wachtel, R. C. et al., 1994. 
• Wright, R.O. et al., 2006.

12 mesi • Misure antropometriche a 12 mesi 
• Patologie respiratorie 
• Ricoveri 
• Infortuni o incidenti 
• Qualità del sonno 
• Tappe motorie generali 
• Tappe motorie fini 
• Tappe evolutive

• Dietrich K.N. et al., 1993. 
• Herbstman, J.B. et al., 2010. 
• Oken, E. et al. 2005. 
• Wachtel, R. C. et al., 1994. 
• Wright, R.O. et al., 2006.



	

24 mesi • Misure antropometriche a 12 mesi 
• Patologie respiratorie 
• Ricoveri 
• Infortuni o incidenti 
• Qualità del sonno 
• Tappe motorie generali 
• Tappe motorie fini 
• Tappe evolutive 
• Valutazione dello sviluppo neuro-psicologico

• Dietrich K.N. et al., 1993. 
• Herbstman, J.B. et al., 2010. 
• Oken, E. et al. 2005. 
• Wachtel, R. C. et al., 1994. 
• Wright, R.O. et al., 2006. 
• Qi, et al. 2019,  

• Agier, et al 2019, 

• Nevarez, et al 2010, 

• Vanker, et al. 2017, 

• Helleskov, et al. 2017, 

• SINPIA 2019, 

• Adams-Chapman 2018

6 mesi • Misure antropometriche a 6 mesi 
• Patologie respiratorie 
• Ricoveri 
• Tappe motorie generali 
• Tappe motorie fini 
• Tappe evolutive

• Dietrich K.N. et al., 1993. 
• Herbstman, J.B. et al., 2010. 
• Oken, E. et al. 2005. 
• Wachtel, R. C. et al., 1994. 
• Wright, R.O. et al., 2006.

12 mesi • Misure antropometriche a 12 mesi 
• Patologie respiratorie 
• Ricoveri 
• Infortuni o incidenti 
• Qualità del sonno 
• Tappe motorie generali 
• Tappe motorie fini 
• Tappe evolutive

• Dietrich K.N. et al., 1993. 
• Herbstman, J.B. et al., 2010. 
• Oken, E. et al. 2005. 
• Wachtel, R. C. et al., 1994. 
• Wright, R.O. et al., 2006.



	

Al	termine	del	proge9o	saranno	valutate	le	cara9eris6che	e	i	modelli	di	bioaccumulo	di	HM,	PBDE	e	PCB	a9raverso	l’analisi	della	loro	distribuzione	nel	sangue	materno	e	cordonale		
e	nel	tessuto	placentare.	Saranno	definite	le	associazioni	tra	contaminazione	placentare	ed	espressione	dell’mRNA	placentare.	

24 mesi • Misure antropometriche a 12 mesi 
• Patologie respiratorie 
• Ricoveri 
• Infortuni o incidenti 
• Qualità del sonno 
• Tappe motorie generali 
• Tappe motorie fini 
• Tappe evolutive 
• Valutazione dello sviluppo neuro-psicologico

• Dietrich K.N. et al., 1993. 
• Herbstman, J.B. et al., 2010. 
• Oken, E. et al. 2005. 
• Wachtel, R. C. et al., 1994. 
• Wright, R.O. et al., 2006. 
• Qi, et al. 2019,  

• Agier, et al 2019, 

• Nevarez, et al 2010, 

• Vanker, et al. 2017, 

• Helleskov, et al. 2017, 

• SINPIA 2019, 

• Adams-Chapman 2018

6 mesi • Misure antropometriche a 6 mesi 
• Patologie respiratorie 
• Ricoveri 
• Tappe motorie generali 
• Tappe motorie fini 
• Tappe evolutive

• Dietrich K.N. et al., 1993. 
• Herbstman, J.B. et al., 2010. 
• Oken, E. et al. 2005. 
• Wachtel, R. C. et al., 1994. 
• Wright, R.O. et al., 2006.

12 mesi • Misure antropometriche a 12 mesi 
• Patologie respiratorie 
• Ricoveri 
• Infortuni o incidenti 
• Qualità del sonno 
• Tappe motorie generali 
• Tappe motorie fini 
• Tappe evolutive

• Dietrich K.N. et al., 1993. 
• Herbstman, J.B. et al., 2010. 
• Oken, E. et al. 2005. 
• Wachtel, R. C. et al., 1994. 
• Wright, R.O. et al., 2006.



	

COMUNICAZIONE	DEI	RISULTATI	

Risulta6	 di	 analisi	 biochimiche	 che	 nel	 futuro	 potrebbero	 essere	 eseguite	 sui	 campioni	 biologici	 verranno	 comunica6,	 da	 personale	 medico	 specialis6co	
appositamente	incaricato,	alle	mamme	e/o	ai	genitori	del	bambino,	qualora	se	ne	ravvisi	un	impa9o	sulla	salute	dei	sogge?	interessa6.	
Per	 quanto	 riguarda	 analisi	 di	 6po	 gene6co,	 si	 precisa	 che	 non	 verranno	 esegui6	 test	 di	 6po	 diagnos6co:	 i	 risulta6	 di	 queste	 analisi,	 allo	 stato	 a9uale	 delle	
conoscenze,	non	hanno	valore	clinico	di	interesse	per	il	singolo	sogge9o,	né	un	valore	predi?vo	di	patologie	e	non	verranno	quindi	comunica6.	

TRATTAMENTO	DEI	DATI	PERSONALI	

Tu9e	le	informazioni	raccolte	in	questo	Studio	saranno	tra9ate	nel	rispe9o	della	norma6va	Italiana	sulla	tutela	dei	da6	personali	e	sensibili	(D.lgs.	196/2003).	
I	da6	iden6fica6vi	(nome,	cognome,	data	e	luogo	di	nascita,	luogo	di	residenza)	e	del	neonato/a	verranno	registra6	separatamente	dai	da6	rela6vi	ai	campioni	
di	sangue	e	alle	informazioni	cliniche,	sanitarie	e	demografiche	raccolte.	Tu?	i	da6	personali	e	sensibili	saranno	tra9a6	ele9ronicamente	con	tu?	i	criteri	che	
realizzano	la	massima	riservatezza,	nel	rispe9o	delle	norme	di	sicurezza	per	gli	archivi	informa6ci	e	cartacei	de9ate	dal	D.lgs	196/03,	dal	Codice	Deontologico	
per	la	ricerca	scien6fica	(2004)	e	dall’Autorizzazione	al	tra9amento	dei	da6	gene6ci	(Autorità	Garante	giugno	2011).	
I	campioni	e	i	da6	clinici,	socio-sanitari	e	demografici	saranno	anonimizza6:	dopo	la	raccolta	verranno	conserva6	separatamente	da	quelli	iden6fica6vi	(nome,	
cognome,	ecc.)	e	sarà	loro	assegnato	un	codice	composto	di	numeri	e	le9ere	che,	per	sé	stesso,	non	perme9erà	di	iden6ficare	dire9amente	i	partecipan6.	Le	
connessioni	tra	i	codici	e	i	da6	iden6fica6vi	verranno	conservate	nel	rispe9o	delle	misure	di	sicurezza	per	la	tutela	della	privacy	e	della	confidenzialità	dei	da6	
previste	 dalla	 norma6va	 sopra	 indicata.	 Solo	 i	 Responsabili	 del	 Proge9o	 e	 gli	 Incarica6	 del	 Tra9amento	 dei	 da6	 personali	 saranno	 in	 grado	 e	 potranno	
ricollegare	 i	 codici	 ai	 da6	 iden6fica6vi	 per	 esclusive	 finalità	 tecniche	 di	 controllo	 da6,	 controllo	 di	 qualità	 e/o	 per	 finalità	 sanitarie	 che	 riguardassero	
dire9amente	le	persone	interessate.	
Inoltre,	per	mo6vi	di	6po	tecnico	ed	 in	via	temporanea,	 i	campioni	 (in	forma	rigorosamente	anonimizzata	con	un	sistema	di	doppia	codifica	che	garan6sce	
maggiormente	 la	 non	 iden6ficabilità	 dei	 donatori)	 potranno	 essere	 invia6	 ad	 un	 laboratorio	 di	 analisi	 esterno,	 che	 fornisca	 tu9e	 le	 garanzie	 di	 legge	 in	
o9emperanza	alla	norma6va	vigente.	
Dell’invio	eventuale	al	laboratorio	sarà	data	de9agliata	informazione	sul	sito	del	Proge9o	con	l’indicazione	delle	figure	Responsabili	del	laboratorio	stesso.	
Esclusivamente	nell'ambito	di	proge?	congiun6,	approva6	dai	competen6	Comita6	E6ci,	si	potrà	comunicare	ad	En6	e	Is6tu6	di	ricerca,	organismi	pubblici,	
fondazioni	scien6fiche,	associazioni	senza	scopo	di	lucro	aven6	finalità	di	ricerca	i	da6	socio-demografici,	epidemiologici,	clinici,	nonché	trasferire	i	campioni,	
rigorosamente	 codifica6,	 per	 scopi	 scien6fici	 dire9amente	 collega6	 a	 quelli	 per	 i	 quali	 sono	 sta6	 originariamente	 raccol6.	 I	 sogge?	 compartecipan6	 si	
impegneranno	 formalmente	 a	 non	 tra9are	 i	 da6	 e/o	 u6lizzare	 i	 campioni	 per	 fini	 diversi	 da	 quelli	 indica6	 nel	 Proge9o	 condiviso	 e	 a	 non	 comunicarli	 o	
trasferirli	ulteriormente	a	terzi.	
Mai	 i	campioni	ed	i	rela6vi	da6	socio-demografici,	clinici	e	gene6ci	potranno	essere	comunica6	a	terzi	fuori	da	proge?	scien6fici	condivisi	ed	approva6	dal	
Comitato	E6co,	né	potranno	essere	u6lizza6	per	fini	di	lucro.	



	

Per	 le	 finalità	 di	 ricerca	 scien6fica,	 i	 da6	 raccol6	 e	 i	 risulta6	 prodo?	 saranno	 pubblica6	 in	 forma	 aggregata,	 quindi	 rigorosamente	 anonima,	 su	 riviste	
scien6fiche.	
Si	riporta,	qui	di	seguito,	il	disposto	del	General	Data	Protec6on	Regula6on	(EU	2016/679)	sui	diri?	dei	partecipan6:	

1.	L'interessato	ha	il	diri9o	di	o9enere	dal	6tolare	del	tra9amento	la	conferma	che	sia	o	meno	in	corso	un	tra9amento	di	da6	personali	che	lo					
					riguardano	e	in	tal	caso,	di	o9enere	l'accesso	ai	da6	personali.	
2.	L’interessato	ha	diri9o	di	o9enere	l’indicazione	di:	

a.	Origine	dei	da6	personali.	
b.	Finalità	e	modalità	del	tra9amento.	
c.	Logica	applicata	in	caso	di	tra9amento	effe9uato	con	l’ausilio	di	strumen6	ele9ronici.	
d.	Estremi	iden6fica6vi	del	6tolare	e	dei	responsabili.	
e.	Sogge?	o	categorie	di	sogge?	ai	quali	i	da6	personali	possono	essere	comunica6	o	che	possono	venirne	a	conoscenza.	

3.	L’interessato	ha	diri9o	di	o9enere:	
a.	L’aggiornamento,	la	re?fica	ovvero,	quando	vi	ha	interesse,	l’integrazione	dei	da6.	
b.	 La	 cancellazione,	 la	 trasformazione	 in	 forma	anonima	o	 il	 blocco	dei	 da6	 tra9a6	 in	 violazione	di	 legge,	 compresi	 quelli	 di	 cui	 non	è	necessaria	 la	
conservazione	in	relazione	agli	scopi	per	i	quali	i	da6	sono	sta6	raccol6	o	successivamente	tra9a6.	
c.	L’a9estazione	che	le	operazioni	di	cui	alle	le9ere	a.	e	b.	sono	state	portate	a	conoscenza,	anche	per	quanto	riguarda	il	loro	contenuto,	di	coloro	ai	quali	
i	da6	sono	sta6	comunica6	o	diffusi,	ecce9uato	il	caso	in	cui	tale	adempimento	si	rivela	impossibile	o	comporta	un	impiego	di	mezzi	manifestamente	
sproporzionato	rispe9o	al	diri9o	tutelato.	

4.	L’interessato	ha	diri9o	di	opporsi	in	tu9o	o	in	parte:	
a.	Per	mo6vi	legi?mi	al	tra9amento	dei	da6	personali	che	lo	riguardano,	ancorché	per6nen6	allo	scopo	della	raccolta.	
b.	Al	 tra9amento	di	 da6	personali	 che	 lo	 riguardano	 a	 fini	 di	 invio	 di	materiale	 pubblicitario	 o	 di	 vendita	 dire9a	o	per	 il	 compimento	di	 ricerche	di	
mercato	o	di	comunicazione	commerciale.	


