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Presentation

The Collegium Ramazzini is an independent, international
academy comprised of renowned physicians and scientists, from
35 countries, who are experts in environmental and occupational
health.

Statements issued by the Collegium reflect the official orienta-
tion of this academic body on topics of major interest in the field
of environmental and occupational health. These orientations are
adopted in full independence and are exclusively based on scien-
tific knowledge and on ethical principle.

The Collegium Ramazzini has previously issued Statements
on: 1) Benzidine and its Salts (1984); 2) Benzene (1993); 3) Chry-
sotile Asbestos (1993); 4) Oxygenated and Reformulated Gasoli-
nes (1995); 5) 1,3-Butadiene (1995); and 6) Call for a Ban on
Asbestos (1999).

Morando Soffritti, MD
Secretary General 
Collegium Ramazzini

Presentazione

Il Collegium Ramazzini è un’accademia internazionale indi-
pendente, costituita da medici e scienziati di riconosciuta autore-
volezza, esperti in medicina del lavoro ed ambientale ed apparte-
nenti a 35 paesi.

Le “Posizioni” pubblicate dal Collegium riflettono l’orienta-
mento ufficiale di questo consesso accademico su argomenti di
grande interesse nell’ambito della salute ambientale ed industria-
le. Questi orientamenti vengono adottati in completa autonomia e
si basano esclusivamente sulle conoscenze scientifiche e su prin-
cipi etici.

Il Collegium Ramazzini ha espresso “Posizioni” su: 1) Benzi-
dina e suoi Sali (1984); 2) Benzene (1993); 3) Amianto Crisotilo
(1993); 4) Benzine Ossigenate e Riformulate (1995); 5) 1,3-Buta-
diene (1995); 6) Richiesta di Messa al Bando dell’Amianto (1999).

Dottor Morando Soffritti
Segretario Generale
Collegium Ramazzini
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International Conference on: “The Precautionary Principle:
implications for research and prevention in environmental
and occupational health”

On 23rd and 24th October 2002, an international conference was
held in Bologna on “The Precautionary Principle: implications for
research and prevention in environmental and occupational
health”, promoted by the Collegium Ramazzini, the Emilia-Ro-
magna Region, the European Environmental Agency and the Ra-
mazzini Foundation.

The conference was attended by many scientists from various
geographical areas of the world. The proceedings have been pub-
lished this year in volume 2 of the European Journal of Oncology
Library series and have been posted on the Collegium Ramazzini
website www.collegiumramazzini.org.

In this number of the Journal we are pleased to publish the
Commentary of the conference and the Statement on “The Pre-
cautionary Principle: implications for research and policy-mak-
ing”, which was approved by the Fellows of the Collegium Ra-
mazzini during the Council of Fellows meeting held in Carpi on
October 25th, 2003, within the framework of the Ramazzini Days.

Congresso Internazionale su: “Il Principio di Precauzione:
implicazioni per la ricerca e la prevenzione nella medicina
ambientale e del lavoro”

Il 23 e 24 ottobre 2002 si è svolto a Bologna un congresso in-
ternazionale su: “Il Principio di Precauzione: implicazioni per la
ricerca e la prevenzione sulla medicina ambientale e del lavoro”,
promosso dal Collegium Ramazzini, dalla Regione Emilia-Ro-
magna, dall’European Environmental Agency e dalla Fondazione
Ramazzini.

Al convegno sono intervenuti studiosi provenienti da varie
aree geografiche del mondo. Gli atti sono stati pubblicati nel cor-
rente anno nel volume numero 2 della collana di libri del Giorna-
le Europeo di Oncologia e sul sito del Collegium Ramazzini
www.collegiumramazzini.org.

In questo numero del Giornale pubblichiamo con piacere il
Commentario del Convegno e la Posizione su “Principio di Pre-
cauzione: implicazioni sulla ricerca e sull’azione politica”, appro-
vato dai Fellows del Collegium Ramazzini nella seduta del Con-
siglio dei Fellows che si è tenuta il 25 ottobre 2003 a Carpi, nel-
l’ambito delle Giornate Ramazziniane.

MORANDO SOFFRITTI

Secretary General/Segretario Generale
Collegium Ramazzini

congresso PP  19-04-2004  14:26  Pagina 6
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SEVENTH COLLEGIUM RAMAZZINI STATEMENT

THE PRECAUTIONARY PRINCIPLE: 
IMPLICATIONS FOR RESEARCH 

AND POLICY MAKING

IL PRINCIPIO DI PRECAUZIONE:
IMPLICAZIONI PER LA RICERCA E

LA PROMULGAZIONE DI LEGGI

The Collegium Ramazzini endorses the use of the Precaution-
ary Principle for protecting human health and sustainability of the
environment. The Precautionary Principle brings foresight and
transparency to situations with high stakes, uncertain scientific
evidence, and disputed values, but where decisions on policy are
needed before additional knowledge can be generated. The Pre-
cautionary Principle re-invigorates the public health tradition re-
quiring that we do no harm.

Past successes of precaution include the introduction of safe
drinking water to major cities in Western Europe and North
America decades before elucidation of the germ theory of disease.
These actions saved millions of lives. Failures to take precaution-
ary action, despite early warnings, have resulted in severe harm to
human health and the environment. Examples include asbestos,
ionizing radiation, lead, mercury, some pesticides, polychlorinat-
ed biphenyls, tobacco, and the chlorofluorocarbons that damage
the ozone layer. 

Public and occupational health practitioners have often applied
preventive measures, but these are not necessarily precautionary.
For example, stopping asbestos use and exposure in 2003 is pre-
ventive, but hardly precautionary, given that we have known for
many decades about the impacts of asbestos on health. In contrast,
restricting asbestos exposure in the early decades of the previous
century would have been both preventive and precautionary.
While precautionary actions can be reversible, failure to take pre-
cautionary action may cause irreversible harm.

Current regulatory practice permits the marketing of many
products and technologies on the assumption that they cause no
unacceptable harm, thus placing the burden of proving harm on
public authorities. Under the Precautionary Principle, by contrast,
products and technologies must be assessed to show that they are
acceptably safe before they are introduced for use, as is currently
the case for most pharmaceuticals and pesticides. If already in
use, safety may need to be reassessed, taking into account worst-
case scenarios, emerging scientific knowledge and all potential
direct and indirect impacts. This approach places the burden of
demonstrating safety on those responsible for introducing prod-
ucts and technologies.

The Precautionary Principle uses the best available science as
an input to public policy-making. However, sound policy depends
not only on good science, but also on other values such as the

moral imperative to preserve health, life and the environment.
The Precautionary Principle provides a framework for achieving
transparent, democratic processes that take these dimensions into
consideration in developing policies.

An impediment to precaution is that the scientific community
typically requires strong evidence of an adverse finding before ac-
tion is taken on an agent or an exposure.  The frequent insistence
that a link between exposure and disease be established with sta-
tistical confidence presumes the innocence of hazards until there
is very strong evidence of harm, and it creates a culture of scien-
tific caution that is more highly focused on avoiding “false posi-
tives” than “false negatives”. With this approach, science pre-
serves its authority and enhances the impact of the alarms that it
raises. However, the absence of evidence about harmful impacts
is not evidence of their absence. This scientific approach needs to
be more explicit and reconciled with public policy on health and
environment.

At a recent conference, the Collegium Ramazzini, in collabo-
ration with the World Health Organization (WHO), the United
States’ National Institute for Environmental Health Sciences
(NIEHS), and the European Environment Agency (EEA) ex-
plored the different methods and goals of science and policy-mak-
ing and the implications of the Precautionary Principle for better
research, training and prevention. An urgent need was demon-
strated for striking a better balance between good science and the
protection of public health. 

Therefore, the Collegium Ramazzini calls for:
• Revision and expansion of the agendas of health and envi-

ronment agencies at all levels to increase emphasis on pre-
caution.

• Increased allocation of public resources to support research,
training, education and policy analysis in precautionary ap-
proaches, with major investment in developing better instru-
ments to assess the potential harms and benefits of products
and technologies, both new and old, and to stimulate innova-
tions in the development of alternatives.

• Dissemination of information about potential impacts of
products and technologies, and development of better meth-
ods of two-way communication between scientists and deci-
sion-makers, including the public, who have the right to
know about the potential hazards to which they may be ex-
posed, about the uncertainties in science, and about how
these uncertainties are managed. 

• Increased incentives for the timely contribution, and penalties
for the non-production, of adequate information about haz-
ards and their prevention by those responsible for the prod-
ucts and technologies. 

• Application of more sensitive health and environmental sur-
veillance programmes aimed at the early detection of any un-
wanted consequences from products and technologies.

COUNCIL OF FELLOWS

October 25th, 2003
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Summary

The Precautionary Principle has recently been formally in-
troduced into national and international law. The key element
is the justification for acting in the face of uncertainty. The
Precautionary Principle is thereby a tool for avoiding possible
future harm associated with suspected, but not conclusive, en-
vironmental risks. Accordingly, the burden of proof is shifted
from demonstrating the presence of risk to demonstrating the
absence of risk. Past experience shows the costly conse-
quences of disregarding early warnings about environmental
hazards. Today, the need for applying the Precautionary Prin-
ciple is even greater. New research is needed to expand cur-
rent insight into disease causation, to elucidate the full scope
of potential adverse implications resulting from environmen-
tal pollutants, and to identify opportunities for prevention.
Research approaches should be developed and strengthened
to counteract innate ideological biases and to support our
confidence in applying the Precautionary Principle for deci-
sion-making in the public policy arena. Eur. J. Oncol., 9 (1),
9-12, 2004

Key words: environmental health, hazardous substances, pri-
mary prevention, public health, risk assessment

Riassunto

Il Principio di Precauzione è stato recentemente introdotto uf-
ficialmente nelle legislazioni nazionali ed internazionali. L’ele-
mento chiave è la giustificazione ad agire in situazioni di in-
certezza. Il Principio di Precauzione è quindi un mezzo per
evitare possibili danni futuri dovuti a rischi ambientali possi-
bili ma non ancora definiti. L’onere della prova passa quindi
dal dimostrare la presenza di un rischio al dimostrare l’assen-
za di un rischio. Le esperienze del passato hanno dimostrato
le spiacevoli conseguenze di trascurare i primi allarmi sui ri-
schi ambientali. La necessità di applicare il Principio di Pre-
cauzione è oggi ancora maggiore. Sono necessarie nuove ri-
cerche per ampliare le attuali conoscenze sulle cause delle ma-
lattie, per chiarire completamente le potenziali implicazioni
negative per la salute, conseguenza dell’inquinamento am-
bientale, e per identificare le possibilità di prevenzione. Gli
orientamenti della ricerca dovrebbero essere sviluppati e
rafforzati per contrastare pregiudizi innati e sostenere la no-
stra fiducia nell’applicare il Principio di Precauzione nell’am-
bito della sanità pubblica. Eur. J. Oncol., 9 (1), 9-12, 2004

Parole chiave: salute ambientale, sostanze pericolose, preven-
zione primaria, sanità pubblica, determinazione dei rischi

Introduction 

The Precautionary Principle has recently been formally intro-
duced into national and international law, including the European
Union1. The key element is the justification for acting in the face

of uncertain knowledge about risks from environmental expo-
sures. Appropriate public health action should be taken in re-
sponse to limited, but plausible and credible, evidence of likely
and substantial harm. The Precautionary Principle is thereby
aimed at avoiding possible future harm associated with suspect-
ed, but not conclusive, environmental risks. The burden of proof
is shifted from demonstrating the presence of risk to demonstrat-
ing the absence of risk.

9
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Precautionary action is as old as medicine, and prudence has
always been advised in regard to decisions affecting human
health. The lack of precautionary or preventive action despite ear-
ly warnings has resulted in severe harm to health and damage to
ecosystems2. Too often, unreasonable delays in preventive re-
sponses have resulted from demands for detailed proof of causa-
tion, including detailed knowledge of mechanistic actions. The
adverse effects on human health and ecosystem sustainability
have in some cases been catastrophic.

Asbestos is perhaps the best known example of a preventable
health hazard for which there was credible evidence of harm long
before the causal link was generally accepted. However, asbestos
is still being used in many developing countries, with attendant
increases in cancer and pulmonary disease. The same sequence of
events occurred with other toxic materials, such as benzene. The
toxic properties of these well-known hazards have now been
clearly documented, and prevention efforts are justified without
any need to employ the Precautionary Principle. Had appropriate
action been taken when the first evidence of adverse effects
emerged, then a truly precautionary intervention could have en-
sued, preventing much illness and many premature deaths. 

Similarly, when tetraethyllead was synthesized in the 1920s, a
strong precautionary argument was made by Professor Yandell
Henderson of Yale University. A medical physiologist and chemi-
cal warfare expert, Henderson warned, based on best available ev-
idence, that adding lead to gasoline would poison the entire plan-
et. His warning was ignored, and the large-scale production of lead
additives began. At its peak, 250,000 tons of lead were released in-
to the atmosphere each year in the US alone. The cessation of this
practice began in the 1970s and was completed in the US, most of
Europe and Japan 20 years later. The US average blood-lead con-
centration dropped from 155 μg/L (0.77 μmol/L) in 1970 to 21
μg/L (0.10 μmol/L) in 1999. For the US birth cohort of children
born in 1998 alone, the monetized benefit from this lowering of
their blood-lead concentration was estimated by the US Centers
for Disease Control and Prevention to range in the hundreds of bil-
lions of dollars. Still, while this primary prevention effort was
highly successful, it was not precautionary, because it was initiat-
ed only after a preponderance of evidence had become available.

Many new and potentially hazardous chemicals are released to
the environment, and the magnitude of exposures and their ef-
fects, singly and in combination, are only partially understood.
The need for precautionary action has therefore increased. In rec-
ognizing this imperative, the European Commission Communi-
cation (2000) on the Precautionary Principle states that precau-
tionary decisions are indicated when preliminary objective scien-
tific evaluation suggests reasonable grounds for concern. Limited
precautionary action has been taken so far in relation to more
proximate exposures. In regard to global change, precaution
needs to be exercised in relation to the more complex mix of de-
terminants that act to degrade environmental carrying capacities
and endanger sustainable development. Maintaining the integrity
of the global environment, and its various life-supporting ecosys-
tems, is essential to human survival. The greater the potential for
disastrous, large-scale, or catastrophic impacts on health related to
environmental degradation, the greater the need for precaution.
Because the consequences for human health and well-being from
changes of global scale are orders of magnitude greater than those
from more proximate hazards, precautionary strategies and ac-
tions are even more critical for minimizing harm.

Lessons from applying precaution

In public health, removing one risk may produce others. Re-
moving one risk may incur other unanticipated hazards. When the
evidence on leaded gasoline was finally considered to be con-
vincing, other additives were sought to raise octane levels. From
a precautionary viewpoint, enough was known about benzene to
impose limits on the content of this carcinogen in gasoline: in-
stead, methyl-tert-butylether (MTBE), a less studied octane
booster, was employed. This substance has now produced health
risks from severe water contamination, which was not easily an-
ticipated despite the highly persistent nature of MTBE. Another
example relates to the microbiological safety of drinking water in
developing countries, where precaution suggested that well water
from underground aquifers would be less likely to be contaminat-
ed with infectious agents than surface water. However, the release
of arsenic and fluoride from naturally occurring subterranean
sources have now caused mass intoxication in Bangladesh and
India. 

In these examples, the preventive approach failed to anticipate
the risk from the substitutes. Especially when the uncertainty
about risks is high, the likelihood of a false positive will invari-
ably increase, and the need to assess alternatives and evaluate the
intervention becomes even more important. 

Current risk assessment and standard-setting are generally
based on limited information about single hazards. Uncertainty
has been taken into account when hypothesized safety factors or
uncertainty factors were invoked to calculate legal limits. How-
ever, the history of declining exposure limits for many substances
testifies to the failures of this approach. Early warnings were of-
ten misinterpreted or ignored2.

Science for precaution

The tools and principles of science, when applied to public pol-
icy, have often implicitly worked against precaution. In particular,
the absence of universally accepted evidence demonstrating dam-
age or harm has often been misinterpreted as evidence of safety. 

Implementing a precautionary approach in decision-making
must be linked to established scientific principles. The Precau-
tionary Principle therefore has important implications for scien-
tific strategies, methods, interfaces with policy-making, and risk
communication. These considerations present science with op-
portunities and challenges and relate to the way scientific studies
are conducted and how the results are communicated. The inter-
relationships, for instance between science and policy, should re-
flect the needs for new knowledge generated from using precau-
tion in public-health decisions. Although most attention has been
paid to specific applications of the Precautionary Principle, this
prevention strategy should stimulate the development and
strengthening of research approaches that aim to increase public
confidence in applying the Precautionary Principle for decision-
making. 

Science has traditionally placed emphasis on replication of re-
sults or observations. Still, by insisting on confirmatory evidence,
science may penalize false positives more than false negatives. A
probability value of 5% is usually required to reject an hypothe-
sis of no effect, but this tradition places an unreasonable prefer-
ence on the absence of an effect. Under the Precautionary Princi-
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ple, incomplete, but credible, scientific documentation may be
deemed sufficient for decision-making. 

A mere replication or simple extension of the scientific knowl-
edge base beyond a minimal requirement may no longer consti-
tute a priority. While current research has often focussed on sim-
plified model systems and the effects of single hazards, one by
one, an expanded and refocussed research agenda should rather
emphasize the sources of variability and uncertainty, including in-
dividual susceptibility, impacts of mixed and variable exposures,
susceptible life-stages, and vulnerable communities.

Statistical analysis of research data has aimed at testing
whether an effect could be considered a possible result of natural
variability. This strategy has been considered a necessary part of
scientific rigour, although it is often coupled with demands for the
demonstration of causality. It is also necessary to consider both
the severity of potential adverse outcomes and their likelihood.
Although a prerequisite for implementing the Precautionary Prin-
ciple, such information has not usually been considered a stan-
dard product of the scientific endeavour. 

In general, statistical analysis of research data tends to bias the
conclusions toward the null hypothesis. For example, the standard
application of a limit of 5% for ‘statistical significance’ will rule
out many findings of causal associations, simply because the
study was too small and thus lacked statistical power, or because
some imprecision or limited sensitivity of the parameters pre-
cluded a more definitive observation. Table 1 shows examples
that current research practices are biased by producing many
more instances of false negatives than false positives. 

Decisions should not be based on an assumed certainty of sci-
entific information, but rather on an estimate of the uncertainty.
Science should therefore provide the necessary information to fa-
cilitate consideration of the risk of both false negatives and false
positives. Type II errors, i.e., overlooking a true hazard, become
an essential issue in the decision-making process.

Uncertainty has always been recognized as a key component
of our incomplete understanding of human disease and the envi-
ronment. An important goal now is to achieve a better character-

ization of these uncertainties and their implications. Appropriate
statistical methods should therefore be developed and applied to
determine the likelihood of adverse or extreme outcomes and how
they may be affected by precautionary actions. 

Science should continue to update existing knowledge and to
improve communication of risks as well as their associated un-
certainties. In analyzing and communicating such information,
science should help frame the debate and facilitate the dialogue
among stakeholders on where and how to apply the Precautionary
Principle. 

Research should emphasize studies to determine the societal
impacts and benefits of preventive interventions. Such research is
required to determine if precautionary action was successful and
to modify actions that may have resulted in new risks. 

Conclusions 

Scientific uncertainty has too often been the excuse for limit-
ing and postponing preventive efforts. In addition, debates over
details in risk assessments have resulted in delayed action to pro-
tect the public health and the environment. New research is need-
ed to expand current insight into disease causation, to elucidate
the full scope of potential implications for health and the bio-
sphere resulting from pollutants and other hazards, and to identify
opportunities for the prevention of risks at the source. Recogniz-
ing the nature of cumulative, complex and synergistic effects on
whole ecosystems, essential to the support of life, is foundational
to precautionary action, and necessary to avert the serious conse-
quences of ecological disintegrity.

Current scientific research agendas, funding priorities, science
education, risk communication, and science policy need to be re-
examined in light of the Precautionary Principle. The need for
better links between science and public policy in the spirit of the
Precautionary Principle are clearly warranted as reflected in the
Statement from the Collegium Ramazzini published in the present
issue of the Journal. 
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Implications of the Precautionary Principle

Table 1 - Potential sources of bias in environmental research using standard methodological approaches in experimental and observational studies.

Type of scientific study Methodological feature Main direction of error

Experimental study High doses False positive
Limited number of dose levels False negative
Low genetic variability False negative
Exposure to single substances only False negative
Chronic rather than foetal-lifetime exposure False negative
Standard effect measures False negative

Observational studies Inappropriate controls False negative
Exposure misclassification False negative
Concomitant exposures False positive
Residual confounding False positive
Inadequate follow-up False negative
Lost cases False negative

Both types of studies Low statistical power (e.g., small studies) False negative
Use of 5% probability level to minimize chances of false positives False negative
Use of 20% probability level to minimize chances of false negatives False negative
Post hoc hypothesis False positive
Scientific and social pressure against false alarm False negative
Publication bias toward positive findings False positive
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We recommend that researchers, in collaboration with research
funding agencies, regulatory bodies and stakeholders, revise cur-
rent scientific paradigms and traditions to ensure that scientific in-
formation is used in decision-making within a framework that fa-
cilitates the application of precaution to supplement prevention. 
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EIGHTH COLLEGIUM RAMAZZINI STATEMENT

CALL FOR A REDUCTION OF EXPOSURE
TO BENZENE TO THE LOWEST POSSIBLE LEVEL

RICHIESTA DI UNA RIDUZIONE DELL’ESPOSIZIONE
A BENZENE AL MINIMO LIVELLO POSSIBILE

The Collegium Ramazzini reaffirms its previously stated posi-
tion (1993) that benzene is a human carcinogen. The Collegium
Ramazzini affirms further, based on recently published evidence,
that there is no reason to believe there is a threshold level of ex-
posure below which benzene is not a carcinogen.

The Collegium Ramazzini is an international society of physi-
cians and health scientists dedicated to occupational and envi-
ronmental medicine and to protection of the health of working
men and women worldwide. Periodically the Collegium Ra-
mazzini issues position statements and advisories and holds con-
ferences on occupational, environmental, and public health is-
sues of pressing importance to public health. In this document,
the Collegium Ramazzini expresses its deep concern about the
continuing exposure of workers in developing nations as well as
in industrially developed nations to benzene, a proven, potent
cause of human cancer.

Occupational exposure to benzene occurs in the manufacture
of benzene and related chemicals in refineries and petrochemical
and coke plants; in the manufacturing, distribution and sale of
gasoline; in the painting trades where benzene-contaminated sol-
vents are used in paint products; and in the tire industry where sol-
vents are contaminated with benzene. Some of the most haz-
ardous exposures to benzene today involve the use of benzene-
contaminated gasoline as a solvent, particularly in developing
countries, and the use of benzene as a solvent in small industries
such as shoe manufacturing.

Benzene is a proven human carcinogen. Its carcinogenicity has
been affirmed repeatedly by the US Environmental Protection
Agency (EPA), the US National Toxicology Program (NTP), the
US Occupational Safety and Health Administration (OSHA), and
the International Agency for Research on Cancer (IARC) of the
World Health Organization (WHO), and by similar agencies in
many other nations of the world. Benzene has been associated
with the induction of a range of haematopoietic and lymphoretic-
ular malignancies including all of the major forms of acute and
chronic leukaemia, non-Hodgkin’s lymphoma, multiple myelo-
ma, and the myelodysplastic syndromes (MDS).

In 1997, Hayes et al. reported a significant dose-response rela-
tionship between benzene exposure and all lymphohaematopoiet-
ic cancers (LHP) combined as well as for leukaemia and non-
Hodgkin’s lymphoma examined separately. In this analysis, a cu-
mulative benzene exposure of 4.3 ppm-year was associated with a
statistically significant, 2-fold increased risk for all LHP cancers.
This effect corresponds to a time-weighted average (TWA) expo-
sure of 0.11 ppm per year over a 45-year working lifetime. In this
study, a cumulative exposure of 6.7 ppm-years was associated with
a 3-fold elevation in the risk of acute non- lymphocytic leukaemia
including MDS; this finding was statistically significant.

A recent study of Australian petroleum workers (Health Watch
Eleventh Report, 2002) exposed to benzene has demonstrated a
statistically significant 50% increase in the incidence of
leukaemia. For this cohort, the average intensity of benzene ex-
posure was 0.2 ppm, well below the standard recommended by
American Conference of Governmental Industrial Hygienists
(ACGIH) of 0.5 ppm in 1997 and the current OSHA 1 ppm TLV-
TWA standard, - with 98% of the cohort having exposures below
1.0 ppm. The average cumulative exposure to benzene in this
population was only 4.9 ppm-years. The European carcinogene-
sis directive (90/394/EEC amended by directives 97/42/EC and
97/38/EC) obliges the European member states to bring into force
a maximum occupational exposure limit of 1 ppm. Member states
are free to set a lower limit.

In summary, the elevated risks of leukaemia and lymphoma
observed in these recent, carefully conducted, peer-reviewed
studies are the consequence of exposures to benzene that occur at
levels well below current permissible exposure limits in the USA
and in other countries.

The Collegium Ramazzini states that these current data over-
whelmingly support the immediate need to reduce the occupa-
tional standard exposure limit for benzene. Continued mainte-
nance of an occupational exposure standard for benzene at a lev-
el above 40 ppb presents a serious, needless, and preventable risk
of cancer to working men and women throughout the world.

The Collegium Ramazzini calls upon occupational and envi-
ronmental authorities in nations around the world to take imme-
diate action to reduce the standard for occupational exposure
to benzene well below the standard recommended by ACGIH
(0.5 ppm in 1997) and the current OSHA 1 ppm (TLV-TWA)
standard. 

The Collegium Ramazzini calls upon occupational and envi-
ronmental authorities in nations around the world to take imme-
diate action to reduce the standard for occupational exposure to
benzene and, at the same time, to reduce general exposure to the
lowest possible level.
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Summary

Benzene has been shown to be both an animal and a human
carcinogen. This manuscript reviews the history, mecha-
nisms, animal and human data that show that benzene is a
multipotential carcinogen that causes human cancers of the
lymphohaematopoietic system (all types of leukaemias, lym-
phomas, multiple myeloma), the kidney, stomach, colon, and
lung. Data on benzene-containing solvents and their potential
synergistic and/or additive effects are also presented. Recom-
mended workplace benzene exposure levels have been de-
creased over time, and we conclude that there is no safe level
of benzene above zero that can protect workers and the pub-
lic from the carcinogenic effects of benzene. Eur. J. Oncol., 9
(1), 15-36, 2004

Key words: benzene, haematopoietic tumours, lymphoreticu-
lar tumours, solid tumours, solvents

Riassunto

Il benzene è stato dimostrato cancerogeno nell’animale e nel-
l’uomo. Questo lavoro passa in rassegna la storia, i meccani-
smi di azione, i dati sull’animale e sull’uomo che dimostrano
che il benzene è un cancerogeno multipotente che provoca
nell’uomo tumori del sistema linfoemopoietico (tutti i tipi di
leucemie, linfomi, mieloma multiplo), del rene, dello stomaco,
del colon e del polmone. Vengono presentati anche dati sui sol-
venti contenenti benzene e sui loro potenziali effetti sinergici
e/o additivi. I livelli raccomandati di esposizione a benzene nei
luoghi di lavoro sono diminuiti nel tempo, e concludiamo che
non c’è nessun livello sicuro di benzene sopra lo zero che pos-
sa proteggere i lavoratori e la popolazione dai suoi effetti can-
cerogeni. Eur. J. Oncol., 9 (1), 15-36, 2004

Parole chiave: benzene, tumori del sistema emopoietico, tu-
mori del sistema linforeticolare, tumori solidi, solventi

To the late Professor Cesare Maltoni and all of his staff,
especially Professors Morando Soffritti, Fiorella Belpoggi,

Franco Minardi and Jill V. Brazier of the European Ramazzini
Foundation of Oncology and Environmental Sciences

Bentivoglio (Bologna), Italy

Introduction

The early history of the manufacture of benzene in Europe
during World War I and its subsequent manufacture in the Unit-
ed States is elegantly detailed by Alice Hamilton1. After the in-
troduction of benzene into gasoline, the carcinogenic effects of

benzene on many organ systems in animals and humans became
known, and occupational benzene standards have been steadily
decreased from 100 parts per million in 1946 to one part per mil-
lion in 1987. Even lower benzene exposure levels of workers and
the general public are currently recommended. This manuscript
describes the nature of petroleum hydrocarbons, particularly
benzene, and the evidence supporting the carcinogenic nature of
benzene.

Liquid gasoline is one of the better-known complex mixtures
of petroleum chemicals to which humans are exposed. It consists
of more than 150 hydrocarbons with a boiling range of approxi-
mately 140°C to 180°C. The gasoline hydrocarbons are com-
prised of about 50% to 70% of alkanes (paraffins), which consist
of straight-chain hydrocarbons of C4 to C12 range; isoparaffins,
which are branched-chain hydrocarbons of about the same size;
alkenes (olefins), approximately 5% of which are unsaturated lin-
ear and branched-chain hydrocarbons; and naphthenics, which
are saturated cyclics.
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Aromatics, which are the most dangerous carcinogenic chem-
icals in gasoline, are present at 30% to 40% and consist mainly of
benzene, toluene, ethylbenzene, and xylene. Other blending
agents and additives are also present in gasoline. As a result of
phasing out in recent years of both tetraethyl and tetramethyl lead
(which are strong neurotoxicants from gasolines), alcohols and
others such as ethanol, methanol, tert-butyl alcohol, and methyl-
tert-butyl ether (MTBE) are being added at 5% to 20% to the
gasoline. Gasoline contains more than 1,000 possible chemical
substances.

Total benzene usage today in the United States is approxi-
mately 11 billion gallons per year2, and an estimated 238,000 peo-
ple are occupationally exposed to benzene in petrochemical
plants, petroleum refineries, and other operations. More than 90%
of the benzene produced in the United States is manufactured
from petroleum sources. Benzene has been shown to be a car-
cinogen in both animals and humans and is currently classified by
the US Environmental Protection Agency (EPA), the Occupation-
al Safety and Health Association (OSHA), the National Toxicol-
ogy Program (NTP) of the National Institute of Environmental
Health Sciences (NIEHS) and the International Agency for Re-
search of Cancer (IARC) as a human carcinogen.

Carcinogenicity of benzene: animal and human data

In 1974, IARC3 concluded that “Benzene has been tested only
in mice by subcutaneous injection and skin application. The data
reported do not permit the conclusion that carcinogenic activity
has been demonstrated”. The IARC did revise the monograph on
benzene in 19824, and evaluated benzene as a human carcinogen,
recognizing, however, only a causal association with leukaemias.

Maltoni and Scarnato5 published preliminary results on car-
cinogenicity of benzene in 1977. Two years later, Maltoni and
Scarnato6 published a more definitive study showing that benzene
caused Zymbal gland carcinomas (fig. 1) in Sprague-Dawley rats
at two dose levels with a dose-response relationship.

Many additional studies7-26 demonstrated that benzene caused
tumours in rats and mice that included cancers of the Zymbal
gland, oral cavity, lung, skin, nasal cavity, forestomach, Harder-
ian gland, mammary gland, ovary, and uterus; lymphoma;
haemolymphoreticular neoplasia; and all types of leukaemias.
Table 1 compares the organs in which cancers appeared in rats
and mice exposed to benzene in the early studies of Maltoni et
al 14 and Huff et al 25. 

In 2002, Huff27 detailed the concordance of findings in long-
term experiments of carcinogenesis by various substances in stud-
ies by the National Toxicology Program in the United States and
the Ramazzini Foundation in Europe and underscored the perti-
nence of long-term animal studies of potential carcinogens.

Carcinogenicity of gasoline vapours containing benzene

Studies on the carcinogenicity of gasoline vapours were car-
ried out by the American Petroleum Institute (API) on whole,
vapourized gasoline in B6C3F1 mice and Fisher 344 rats28. The
mice and rats were exposed for two years to gasoline vapours at
concentrations of 67 ppm, 292 ppm, and 2,056 ppm. The results
showed a significant increase in tumours in the female mice at a
high dose of exposure (Table 2). A dose-related increase in kidney
tumours (adenomas and carcinomas) was also reported (Table 3).

The increase in carcinomas of the liver in both male and fe-
male mice is dose related and thus significant for evaluation of
human risk. 

Studies by Swenberg et al 29 of the Chemical Industry Institute
of Toxicology (CIIT) sponsored by the petroleum industry
through the API suggest that the renal tumours in male rats may
be due to alpha 2μ-globulin nephropathy and that neoplastic kid-
ney lesions in rats chronically exposed to vapourized gasoline
were due to accumulation of hyaline droplets in the proximal
tubule of the rat kidney causing cell injury or death, which in turn
stimulated cell proliferation and neoplasia29-32. Alpha 2μ-globulin
is excreted via the kidney glomerulus. Because male rat kidneys
retain this product and female rats rapidly metabolize and excrete
it31, Swenberg et al29 suggested that the male rat kidney tumours
were due to a mechanism that was not applicable to human car-
cinogenesis. Because of several inconsistencies and important da-
ta gaps in the hypothesis linking kidney cancer with alpha 2μ-
globulin nephropathy in rats, Melnick33 described an alternative
hypothesis with the same data to show how alpha 2μ-globulin
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Fig. 1. Rat with a Zymbal gland carcinoma

Table 1 - Cancers caused by benzene exposure in rats and mice

Source: Maltoni et al14 Source: Huff et al25

Zymbal gland Zymbal gland
Oral cavity Oral cavity
Skin Skin
Forestomach Forestomach
Mammary gland Mammary gland
Haemolymphoreticular neoplasia Lymphoma, leukaemia
Lung Lung
Hepatomas, angiosarcoma of liver - - -
Nasal cavities - - -

- - - Harderian gland
- - - Preputial gland
- - - Ovary, uterus
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may simply serve as a transport protein increasing the delivery of
a toxicant or protoxicant to proximal tubule cells. Although nei-
ther hypothesis has been validated experimentally, the plausibili-
ty of the latter hypothesis was demonstrated in the physiological
model of Kohn and Melnick34. Because the human studies (vida
infra) contribute sufficient evidence to classify gasoline as a hu-
man carcinogen, the significance of the observations in male rats
is not clear. 

Thus, our current scientific knowledge establishes gasoline as
a carcinogen: 1) all known human carcinogens have been demon-
strated to cause cancer in animals, 2) findings by the API29 that
gasoline causes cancer in at least two species, rat kidney and
mouse liver, and 3) human epidemiology studies showing signif-
icant increases in cancer of the liver, kidney, colon and other di-
gestive organs, respiratory system, skin, pancreas, prostate, brain,
and all haematopoietic and lymphatic systems.

Interpretation of epidemiological studies for establishment of
causation

Causation is a judgement about results of a study. A scientist
takes into account biological plausibility, animal studies, expo-
sure, mechanistic studies, if available, and biases that may be in-
troduced into the study.

Sir Bradford Hill in his classical lecture on “causal” relation-
ships of epidemiological studies described nine points of view
that have, in recent years, been severely mischaracterized by epi-
demiologists, toxicologists, and corporate legal counselors who
have economic interests in the outcome of these studies.

Sir Bradford Hill’s points of view are not logical necessities at
all. They are not meant to replace good common sense and unbi-
ased judgement. Indeed, he states that “Clearly none of these nine
viewpoints can bring indisputable evidence for or against a ‘cause
and effect’ hypothesis and equally, none can be required as a sine
qua non”. His points of view must be used and interpreted judi-
ciously. Sir Bradford Hill states:

“However, before deducing ‘causation’ and taking action we
shall not invariably have to sit around awaiting the results of
the research. The whole chain may have to be unraveled or a
few links may suffice. It will depend on circumstances”.
In reaching a conclusion, Sir Bradford Hill advocates action

when circumstances warrant it. Following is a description of the
nine guidelines. 

1. Strength
“We must not be too ready to dismiss a cause and effect
hypothesis merely on the grounds that the observed asso-
ciation appears to be slight. There are many occasions in
medicine when this is in truth so. Relatively few persons
harboring the meningococcus fall sick of the meningoccal
meningitis. Relatively few persons occupationally exposed
to rats urine contract Weil’s disease”.

2. Consistency
“We have, therefore, the somewhat paradoxical position
that the different results of a different inquiry certainly
cannot be held to refute the original evidence: yet the
same results from precisely the same form of inquiry will
not invariably greatly strengthen the original evidence. I
would myself put a good deal of weight upon similar re-
sults reached in quite different ways, e.g. prospectively
and retrospectively”. 

3. Specificity 
“Milk as a carrier of infection and, in that sense, the cause
of disease can produce such a disparate galaxy as scarlet
fever, diphtheria, tuberculosis, undulant fever, sore throat,
dysentery, and typhoid fever. Before the discovery of the un-
derlying factor, the bacterial origin of disease, harm would
have been done by pushing too firmly the need for speci-
ficity as a necessary factor before convicting the dairy”.
“In short, if specificity exists we may be able to draw con-
clusions without hesitation; if it is not apparent, we are not
thereby necessarily left sitting irresolutely on the fence”.

4. Temporality 
The exposure must come before the event:
“Which is the cart, and which is the horse?” 

17

Carcinogenicity of benzene

Table 2 - Incidence of liver tumours in male and female mice exposed to
whole vapourized gasolinesa

Test group Animals Total Adenomas Carcinomas
examined tumours

Males

Controls 51 23 12 11
Low dose 42 18 4 14
Mid dose 44 21 5 16
High dose 54 25 5 20

Females

Controls 57 8 1 7
Low dose 52 10 4 6
Mid dose 57 13 4 9
High dose 56 28 8* 20.

Males and females 

Control 108 31 13 18
Low dose 94 28 8 20
Mid dose 101 34 9 25
High dose 110 53 13 40

aFrom MacFarland et al28

* p <0.05

Table 3 - Incidence of kidney tumours in male rats exposed to whole vapou-
rized gasolinea

Test group Number of animals Number of kidney
necropsied tumours

Controls 49 0

Low dose (67 ppm) 59
Carcinoma 1

Mid dose (292 ppm) 56
Carcinoma 2
Adenoma 2

High dose (2,056 ppm) 52
Carcinoma 6
Adenoma 1

a From MacFarland et al 28
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5. Biological gradient
“Often the difficulty is to secure some satisfactory quantita-
tive measures of the environment which will permit us to ex-
plore the dose-response. But we should invariably seek it”.

6. Plausibility
“It will be helpful if the causation we suspect is biologi-
cally plausible. But this is a feature I am convinced we
cannot demand. What is biologically plausible depends
upon the biological knowledge of the day”. 
“In short, the association we observe may be one new to
science or medicine and we must not dismiss it too light-
heartedly as just too odd. As Sherlock Holmes advised Dr.
Watson ‘when you have eliminated the impossible, what-
ever remains, however improbable must be the truth’”. 

7. Coherence
“Nevertheless while such laboratory evidence can enor-
mously strengthen the hypothesis and, indeed, may deter-
mine the actual causative agents, the lack of such evidence
cannot nullify the epidemiological associations in man”.

8. Experiment 
Here Sir Bradford Hill states that occasionally it is possible to

appeal to experimental, or semi-experimental evidence such as
the administration of a preventive action. An example of such
would be the removal of lead from gasoline and the drop in blood
lead levels. 

9. Analogy 
“In some circumstances it would be fair to judge by anal-
ogy. With the effects of thalidomide and rubella before us
we would surely be ready to accept slighter but similar ev-
idence with another drug or viral disease in pregnancy”. 

Finally, Sir Bradford Hill states: 
“What I do not believe - and this has been suggested - that
we can usefully lay down some hard-and-fast rules of evi-
dence that must be obeyed before we can accept cause and
effect. None of my nine viewpoints can bring indisputable
evidence for or against the cause-and-effect hypothesis
and none can be required as a sine qua non. What they can
do, with greater or less strength, is to help us to make up
our minds on the fundamental question - is there any oth-
er way of explaining the set of facts before us, is there any
other way of explaining the set of effects before us, is there
any other answer equally, or more likely than cause – and
– effect?” 
“All scientific work is incomplete - whether it be observa-
tional or experimental. All scientific work is liable to be
upset or modified by advancing knowledge. That does not
confer upon us a freedom to ignore the knowledge we al-
ready have, or to postpone the action that it appears to de-
mand in a given time.”

Bradford Hill’s views on causation are consistent with those of
Dr. John Snow, a London physician, who found that virtually all
of the 83 people who died of cholera in the Golden Square area of
London had drawn water from the popular Broad Street pump. He
recommended that the pump handle be removed. Authorities

agreed, thereby preventing further infection from that source.
Snow’s views on cholera causation were not shared by a majori-
ty of scientists including the Royal College of Physicians (1853-
1854) and the General Board of Health (1854)35. The link between
polluted water and cholera came 30 years later with Koch’s dis-
covery of cholera vibrio in 1884. Meanwhile, many lives were
saved.

The source of information for 95% certainty determinations
include epidemiological and animal studies and take into consid-
eration target tissues, metabolism, mechanism, pathophysiology
of disease as relates to chemical exposures, biological plausibili-
ty, more likely than not, which is standard methodology used by
scientists in the field. The generally accepted standard of scientif-
ic probability of data showing a p value of 0.05 or less, a figure
generally accepted as demonstrating a likelihood of 95% that the
association shown is not due to chance.

Absence of evidence of effect is not equal to evidence of
absence of effect

McMichael36 reviewed studies that allegedly showed that ex-
posure to benzene did not produce effects on the haematopoietic
system in humans. McMichael’s analysis showed that:

– The large mortality study of Thorpe37 of 38,000 petroleum
workers potentially exposed to benzene has often been cited
as showing no evidence of significant leukaemia excess be-
cause of exposure to benzene. This interpretation ignores the
comparison of the exposed workers with the control workers
(workers from the same facilities, but not exposed to ben-
zene). The exposed group had a two-fold risk for leukaemia
relative to the non-exposed group.

– The most frequently reported form of leukaemia associated
with benzene exposure is the acute myelocytic form. How-
ever, research on rubber workers38,39 indicates that, in chron-
ic low-level exposure situations, lymphocytic leukaemia
may predominate. Chronic forms of leukaemia are also less
likely to be reported on death certificates as the underlying
cause of death.

– The choice of an appropriate comparison is an important is-
sue. In a number of studies, analyses based on comparisons
with the general population failed to detect an increased risk
for lympho-haematopoietic cancer or leukaemia. The cohort
study of eight oil refineries in Britain40, the initial calcula-
tions of the leukaemia SMR, based on a comparison with
the general population, revealed no significant excess. How-
ever, subsequent analyses that took account of variations in
benzene exposure between categories of workers revealed
the association between benzene exposure and leukaemia.

The industry-sponsored review paper of Paustenbach et al 41

was critically analyzed by Utterback and Rinsky42 who emphasize
the following points:

– “Paustenbach DJ et al (1992)41 have apparently overlooked
important information in literature related to the use and
testing of control ventilation in the rubber hydrochloride
plants even though they extensively cite other information
from the very same page of that source.” [p. 665]

Utterback and Rinsky (1995)42 concluded that:
– “In summary, Paustenbach DJ et al 41 used selected infor-

mation, sometimes improperly cited, to adjust previously
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reported benzene exposure estimates for the RH worker co-
hort. The previous estimates by Rinsky et al 43 and Crump
and Allen44 were largely based on short-term and probably
inaccurate sampling results collected as early as 1946. The
Paustenbach method involved multiple adjustments of
these early monitoring results by a number of factors that
are apparently based on worse case assumptions. Their
factors are determined through extrapolation of data col-
lected under substantially different and frequently unknown
conditions. As a result, Paustenbach et al 41 estimate annu-
al average exposures to benzene that are in some cases al-
most an order of magnitude greater than the actual mea-
surements.”

– “The Paustenbach et al 41 reconstruction has many cohort
members exposed to prolonged levels of benzene in excess of
100, 150, and even 200 ppm. Some of the highest benzene ex-
posures supposedly lasted as long as a decade. One would
assume that such extreme exposure would produce an epi-
demic of serious benzene poisonings among the cohort, with
resulting death from hematopoietic disorders such as aplas-
tic anemia. However, no such epidemic occurred.”

– “The RH process that existed in 1975 when the process was
terminated was fundamentally the same as it was shortly af-
ter it began in the early 1940s. Benzene exposures were
monitored during the 1970s by a number of industrial hy-
gienists using currently accepted methods45,46. There have
been no reports of substantial engineering improvements af-
ter 1943 to limit benzene exposures to a large number of co-
hort members over the decades of operation at St. Mary’s
and Akron. Rather, as initially reported by Rinsky et al 43,
there had been some traditional engineering controls, such
as a few hoods installed, and perhaps some work practices
had been improved. The Paustenbach et al 41 approach fails
short of their claim of providing derived by Rinsky et al 43.
The NIOSH benzene exposure estimates for the RH cohort43

remain the most consistent with all available information
about the conditions that prevailed in RH manufacturing –
even with information that has been discovered (US Depart-
ment of Labor, 1942) after the estimates were first derived”
[p. 674].

Peter Infante47 discussed biases in the following articles pub-
lished by consultants and health professionals working on behalf
of industry.

– Wong O.48 Risk of acute myeloid leukaemia and multiple
myeloma in workers exposed to benzene. Occup Environ
Med 1995; 52: 380-4.

About this report, Infante47 wrote that Wong48 “. . . concluded
that benzene can only cause acute myelogenous leukaemia, in
contrast to other types of leukaemia, and that the threshold is be-
tween 370 and 530 ppm-years of exposure. In this publication, he
failed to include data from his own benzene study whereby he re-
ported a statistically significant dose-response for benzene expo-
sure and leukaemia among workers whose cumulative benzene
exposures ranged from less than 15 ppm-years to more than 60
ppm-years (Wong49,50). Furthermore, in the latter study, none of the
leukaemia deaths was from acute myelogenous leukaemia. Thus,
the findings and conclusions he drew from his own study contra-
dict his opinion that benzene causes only acute myelogenous
leukaemia and that the cumulative exposure threshold is between
370 and 530 ppm-years”.

– Wong O.51 Risk of myeloid leukaemia and multiple myeloma
in workers exposed to benzene-response. Occup Environ
Med 1996; 53: 357-8.

– Wong O.52 Re: Benzene and the dose-related incidence of
hematologic neoplasms in China. (Letter to the Editor). J
Natl Cancer Inst 1998; 90: 169-70.

– Wong O.53 A critique of the exposure assessment in the epi-
demiologic study of benzene-exposed workers in China con-
ducted by the Chinese Academy of Preventive Medicine and
the US National Cancer Institute. Regul Toxicol Pharmacol
1999; 30: 259-67.

– Budinsky RA, DeMott RP, Wernke MJ, Schell JD.54 An evalu-
ation of modeled benzene exposure and dose estimates pub-
lished in the Chinese-National Cancer Institute collabora-
tive epidemiology studies. Regul Toxicol Pharmacol 1999;
30: 244-58. 

– Bergsagel DEa, Wong O, Bergsagel PL, Alexanian R, Ander-
son K, Kyle RA, Raabe GK.55 Benzene and multiple myelo-
ma: appraisal of the scientific evidence. Blood 1999; 94:
1174-82.

Teitelbaum et al 56, in a Letter to the Editor of Blood, ques-
tioned the validity of scientific evidence in the paper written by
Bergsagel et al 55 on the relationship between benzene and multi-
ple myeloma, saying that “Clearly, the current paper was litiga-
tion driven”.

Bernard Goldstein, whose work was seriously misquoted in a
Letter to the Editor of Blood (Goldstein and Shalot57), states that
the evidence cited by Bergsagel et al 55 “does not at all support
their conclusion that ‘There is no causal relationship between ex-
posure to benzene or benzene-containing solvents and multiple
myeloma’”. Goldstein further states that “The data they
[Bergsagel et al 55] present in Tables 3 and 4 is akin to a fishing ex-
pedition in waters known to be sterile”. In addition, Goldstein57

stated that Wong’s interpretation of lack of effect of benzene in
multiple myeloma causation is intellectually dishonest.

– Wong O, Raabe G.58 Ce/I type specific leukemia analyses in
a combined cohort of more than 208,000 petroleum workers
in the U.S. and United Kingdom, 1937 - 1989. Regul Toxicol
Pharmacol 1995; 307: 32-41.

Infante59 reviewed the above report and concluded that “Wong
and Raabe from the Mobil Oil Corporation have recently said that
benzene exposure causes acute myelocytic leukaemia only… It is
difficult to reconcile Wong’s opinion in light of his own study re-
sults reported in the British Journal of Industrial Medicine in
1987”. Infante added that “Wong and Raabe58 have recently con-
cluded that a range of 400-500 ppm-years of benzene exposure is
the threshold for leukaemia. The data in the Dow study (Ott et al,
197860; Bond et al, 198661) and Wong’s own study (198749) clear-
ly contradict this statement”.

John Bailar, III, (personal communication) summarizes as fol-
lows:

– “Science is often conducted by manufacturers, and this puts
a premium on doing bad science that is guaranteed to pro-
duce negative results due to a) small sample size, b) poor
protocols, c) fuzzy statistics”.

– “Thus, absence of evidence of effect is not equal to evidence
of absence of effect”.
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Cytogenetic effects

The mechanism by which benzene causes cancers has been
shown to be cytogenetic:

1. Picciano62 wrote as follows:
“Cytogenetic evaluation of peripheral lymphocytes from 52

workers exposed to low levels of benzene (less than 10 ppm) re-
vealed an increase in aberration rates as compared to that of a
44-person group seen for pre-employment examination. Statisti-
cally significant differences were found in the distribution of spe-
cific types of chromosomal aberrations. These induced aberra-
tions levels were not related to the age of the workers. For these
reasons, continued study of benzene-exposed workers (as well as
industrial populations exposed to any clastogenic agent) with
medical cytogenetic surveillance, environmental monitoring, and
lifetime epidemiologic investigation is recommended”.

2. Gad-El-Karim et al 63 wrote:
“Based on our findings in mice, we have drawn the following

conclusions and postulations:
– The myeloclastogenic effect of benzene appears to be the

earliest benzene-induced cellular damage in which chromo-
somal DNA is a primary critical target, and which is readily
identifiable (scorable), and antedates changes in peripheral
blood counts (leukocytes, platelets counts, etc).

– Benzene’s myeloclastogenicity is a function of its metabo-
lism. Modification of benzene metabolism by an appropriate
MFO inducer as 3MC or BNF or the co-administration of
toluene is reflected in the extent of chromosomal damage, be-
ing increased or decreased, respectively.

– Benzene myeloclastogenicity is greater with the p.o. than
with the i.p. route of administration”.

“The following points may be significant in interpreting the
mechanism of benzene myeloclastogenicity: a) Enhancement of
chromosomal damage by P-448 rather than P-450 enzyme induc-
ers. b) Hydroquinone (HQ), catecholamines (CA), or phenols
(PH) do not possess any of the potent myeloclastogenicity of the
parent compound, benzene. HQ, in fact, shows a mild clastogenic
response at a toxic dose (200 mg/kg b.w.). c) The unique presence
of trans,trans-muconic acid in the urine of benzene-treated mice
and not of those animals treated with HQ, CA, or PH”.

“Based on the above findings, we postulate that the likely
events involved in the biotransformation of benzene entail the re-
ported ability of benzene to induce its own metabolism, described
as being similar to that of the polycyclic aromatic hydrocarbons.

This is confirmed by the P-448 inducers 3MC and BNF, which in-
duce a critical pathway of benzene metabolism in mice that leads
to enhanced myeloclastogenicity. Induction of bone marrow
MFO, especially the nuclear aryl hydrocarbon hydroxylase,
could play a significant role in covalent binding of metabolites to
nuclear DNA, especially in a rapidly proliferative organ such as
bone marrow. The induction of epoxide hydrase may well be an
additional important factor. Benzene oxide (Jerina et al, 196864;
Tunek et al, 197865), which proved to be a potent inducer of DNA
damage; and/or a putative aldehyde precursor of muconic acid
capable of alkylating DNA, muconaldehyde, could be the likely
candidates playing the major role in the chemical pathogenesis of
benzene-induced chromosomal damage, aplastic anemia,
preleukemia, and leukemia. The role of HQ, however, can only be
ancillary and possibly more significant in chronic exposure, inas-
much as only a small amount is produced from benzene”. [For
references cited by Gad-El-Karim et al 63, the reader is referred to
the published manuscript.]

Huff 66, Tsutsui et al 67, and Kari et al 68 also found a variety of
chromosomal aberrations, gene mutations and carcinogenicity of
benzene metabolites in animals including hamsters, F344/N rats
and B6C3F1 mice. 

3. White et al 69 wrote:
“In the 1977 OSHA benzene hearing record, Kilian and Daniel

of Dow Chemical Company’s Bio-Medical Research Laboratory
released the results of a cytogenetic study of Dow employees ex-
posed to benzene (Holder, 197870). This study, discussed in the
section on effects from low-level exposure to benzene, clearly
demonstrated a significant increase in structural chromosomal
aberrations resulting from average benzene exposures below at-
mosphere concentrations of 10 ppm”.

A large body of scientific data suggests that an increased rate
of chromosomal aberrations is of serious concern since chromo-
somal abnormalities have been associated with at least one-half of
all spontaneously aborted foetuses71 and with several congenital
syndromes that also show an increased risk of malignancy72. In
addition, chromosomal breakage, whether of genetic or environ-
mental origin, has been associated with leukemia72. The US EPA73

Health Effects Research Laboratory described chromosomal
aberrations as “a major cause of heritable human disease, and
their occurrence is often associated with cancer.”

4. Santos-Mello and Cavalcante74 found that “chromosome
analysis showed a significantly higher frequency of chromosome
deletions among the gas station attendants than a control group.
Taking into account the relationship between clastogenicity and
increased cancer risk, we may consider these workers to form a
risk group.”

5. Lan et al 75 reported the following analysis of lymphocyte
subsets among workers exposed to benzene in China:

“Benzene is toxic to various components of the haematopoiet-
ic system. To evaluate its effects on lymphocyte subset popula-
tions, we carried out a cross-sectional study of 31 unexposed con-
trols, 20 workers exposed to mean concentration 1.8 ppm (medi-
an 1.7 ppm, range 0.5-6.6 ppm) benzene, and 37 workers exposed
to 21.9 ppm (12.8 ppm, 2.2-84.6) in Tianjin, China. As expected,
the absolute lymphocyte, granulocyte, platelet, and red blood
count decreased with increasing benzene exposure and the red
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Table 4 - Types of leukaemias and lymphomas from benzene exposure in hu-
mansa

Acute myelogenous leukaemia Chronic lymphocytic leukaemia
Acute lymphocytic leukaemia Hairy cell leukaemia
Acute erythroleukaemic leukaemia Hodgkin’s lymphoma
Acute myelomonocytic leukaemia Non-Hodgkin’s lymphoma
Acute promyelocytic leukaemia Lymphosarcoma
Acute undifferentiated leukaemia Multiple myeloma
Chronic myelogenous leukaemia Reticulum cell sarcoma

a From Aksoy77; Bond et al 61; Decouflé et al 78; Delore et al 79; Goguel et al 80;
Goldstein81; Infante59; lnfante and White 82; McMichael et al 38, 39, 83; Rinsky et
al 43; Savitz et al 85; Schwartz86; Travis et al 87; Vianna and Polan88; Vigliani et
al 89, 90; Wong50; Yin et al 91-94
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blood cell mean corpuscular volume increased. The absolute lym-
phocyte counts were 2,200 (500) [mean (SD)], 2,300 (500), and
1,700 (400) cells per ml for controls, lower and higher exposed
workers, respectively (p trend = 0.0005 by linear regression, us-
ing mean benzene air level within each group, adjusted for age,
sex, and toluene air exposure). Similarly, the CD4 count de-
creased with increasing benzene exposure (p trend <0.0001). As a
consequence, the CD4:CD8 ratio decreased as benzene exposure
increased (p trend = 0.001). The B-cell but not the NK cell count
decreased across benzene exposure groups (p trend = 0.02). These
results suggest that benzene could have greater toxicity for specif-
ic lymphocyte subpopulations, and may provide insight into the
mechanism of benzene’s hematotoxic and carcinogenic effects”.

Human leukaemias and cancers caused from exposure to
benzene

While there is a prevalence of acute myelogenous leukaemia, it
is certain that all forms of leukaemia are caused by benzene expo-
sure. In 1971, Ishimaru et al76 reported leukaemia in adult survivors
of Hiroshima and Nagasaki. This report noted that the risk of
leukaemia was 2.5 times greater among individuals who, in addi-
tion to radiation, had also been exposed occupationally to benzene.

Table 4 lists the types of haemolymphoreticular cancers in hu-
mans caused from exposure to benzene. In 1989, Yin et al 91 re-
ported significant increases in human cancers from exposure to
benzene. Other investigators (Table 5) also reported significant
increases in cancers of the kidney, colon, brain, lungs, stomach in
addition to the increase in cancers of the lung, liver, lymphosar-
comas, stomach, oesophagus, nasopharynx and intestine initially
reported by Yin et al 91. Benzene is also known to cause urothelial
cancers in workers in the petroleum refining, rubber, printing and
shoe production industries114-116.

Low-level benzene exposure and leukaemia

Exposure to low levels of benzene, which causes leukaemia, is
often expressed as a cumulative dose (measured in ppm-years),
which is the average exposure over an eight-hour workday multi-
plied by the time of exposure. For example, an average exposure
to 1 ppm benzene for 10 years in a facility would result in 10
ppm-years of cumulative benzene dose. A summary of acute
myelogenous leukaemia deaths of Dow Chemical workers from
exposure to benzene is shown in Table 6. Leukaemia cases 2, 3,
and 5 had very low cumulative benzene exposures of 1.5, 25.4,
and 23.6 ppm-years, respectively. An additional study by Bond et
al 61 of Dow Chemical workers showed a significantly elevated

risk of myelogenous leukaemia in workers exposed to an average
concentration of benzene of 5.5 ppm. 

Wong50 showed that case No. 11 (chronic myelogenous
leukaemia) and case No. 8 (multiple myeloma) were exposed to
average benzene concentrations of 0.5 ppm for 1.2 years and 2.3
years, respectively (Table 6).

Reports by Rinsky et al 84 (Table 7) and Yin et al 91 (Tables 8 and
9) show leukaemias and multiple myeloma in workers exposed to
benzene for reasonably short periods of time.

In his comprehensive review of leukaemia cell types and ben-
zene exposure, Peter Infante59 concluded:

“As a result of this review, it is apparent that all of the major
types of leukaemia and some of the more rare types of
leukaemia are associated with occupational benzene expo-
sures, namely: acute myelogenous (AML), myelomonocytic
(AMMoL), monocytic (AMoL), promyelocytic, ery-
throleukaemia (AEL), acute undifferentiated, acute lymphatic
(ALL), chronic myelogenous (CML), chronic lymphatic (CLL),
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Table 5 - Excess human cancers in benzene workersa

Leukaemia Stomach Kidney
Lung Oesophagus Urothelium
Liver Nasopharynx
Lymphosarcoma Intestine (colon)

a From Adelstein95; Berger and Manz96; Bond et al 97; Brown et al 98; Brownson
et al 99; Creppi et al 100; Delahunt et al 101; Goldberg et al 102; Greene et al 103; Ha-
nis et al 104-107; Lagorio et al 108; Lundberg and Milatou-Smith109; Miller et al 110;
Partanen et al 111; Schnatter et al 112; Thomas et al 113; Yin et al 91, 92

Table 6 - Deaths from lymphatic and haematopoietic cancersa

Case Cancer ppm-yearsb

4 Chronic lymphocytic leukaemia 43.6
6 Chronic myelogenous leukaemia 10.0

11 Chronic myelogenous leukaemia 0.6
8 Myeloma 1.2

16 Chronic lymphocytic leukaemia –

a From Wong48

b Low level: <1 ppm TWA; medium level: 1-10 ppm TWA; high level: 11-50
ppm TWA. RR = 3.93 (p <0.02) for leukaemia and aleukaemia; RR = 4.12
(p <0.06) for non-Hodgkin’s lymphopoietic cancers

Table 7 - Deaths from leukaemia and multiple myeloma in workers exposed
to benzenea

Case Cancer ppm-yearsb

1 Monocytic leukaemia 49.99
2 Chronic myelogenous leukaemia 0.1
8 Myelogenous leukaemia  10.16

10 Multiple myeloma 19.50
11 Multiple myeloma  0.11
13 Multiple myeloma  7.75

a From Rinsky et al 84

b SMR = 5.6 for leukaemia (p <0.001)

Table 8 - Leukaemias in benzene-exposed workersa

Case Diseases ppm-yearsb

3 Acute monocytic leukaemia (AMoL) 89.1
7 Acute myelocytic leukaemia (AML) 96.0
8 Acute myeloctyic leukaemia (AML) 27.9
9 Chronic myeloctyic leukaemia (CML) 11.7

11 Acute myelocytic leukaemia (AML) 34.2
15 Chronic myelocytic leukaemia (CML) 16.2
16 Acute myelocytic leukaemia (AML) 28.8
18 Acute myelocytic leukaemia (AML) 12.4
26 Acute monocytic leukaemia (AMoL) 29.8
27 Acute myelocytic leukaemia (AML) 10.2

a From Yin et al 91

b SMRs for AML = 4.96 (p <0.001); AMoL = 4.54 (p <0.05); CML = 4.24
(p <0.1)
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and hairy cell (HCL) as well as myelodysplastic syndrome and
myelofibrosis have been reported in association with benzene
exposure. In some case series, acute leukaemia, predominate-
ly AML, was the most frequent form of leukaemia reported,
while in other case series, chronic forms of leukaemia were
common.”
A case-control interview study of 125 adult patients with acute

leukaemia and 125 controls matched with respect to age (±4
years), sex, and residence was carried out in central Sweden dur-
ing the period from September 1980 to May 1983 by Lindquist et
al 117. Risk of developing acute leukaemia was significantly high-
er in patients who had an increased solvent exposure rate than in
controls with an estimated odds ratio (OR) of 4.9 (95% CI 2.2-
12.1). The most frequently exposed profession, painters, exhibits
a relative risk of 13 (95% CI 2.0-554). These results suggested an
aetiological relationship between organic solvent exposure and
the development of acute leukaemia in man. Schwartz86 found in-
creased leukaemias: PMR = 3.28 (p<0.05).

The current OSHA standard for occupational exposure for ben-
zene is based on the data available in 1977. In the United States,
a time-weighted average (TWA) eight-hour exposure is 1 part per
million (ppm). This level is not protective for human health.

In 1997, Hayes et al 118 reported a significant dose-response re-
lationship between benzene exposure and all lymphohaematopoi-
etic cancers (LHP) combined as well as for leukaemia and non-
Hodgkin’s lymphoma examined separately. In this analysis, a cu-
mulative benzene exposure of 4.5 ppm-years was associated with
a statistically significant 2-fold increased risk for all LHP cancers.
This corresponds to a time-weighted average exposure of 0.11
ppm per year over a 40-year working lifetime. It was also noted
in the study by Hayes et al 118 that a cumulative exposure of 6.7
ppm-years was associated with a statistically significant 3-fold el-
evation in the risk of acute non-lymphocytic leukaemia.

A recent study119 of Australian petroleum workers occupation-
ally exposed to benzene demonstrated a statistically significant
50% increase in the incidence of leukaemia. For this cohort, esti-
mates of average benzene exposure intensity (cumulative benzene
exposure estimate divided by total duration of employment)
ranged from 0.001 to 2.07 ppm, with a mean of 0.2 ppm. Average
exposure intensity was estimated to be less than or equal to 1.0
ppm for 98% of subjects and less than or equal to 0.5 ppm for
90% of subjects. The average cumulative benzene exposure for
the group was only 4.9 ppm-years.

In the Australian study119, average exposure was 200 parts per
billion (ppb). Workers were followed for 12.8 years, in contrast to
OSHA’s setting of permissible exposure level (pel) based on 45
years of exposure. A 50% increase in risk equates to 3.5 extra
leukaemia cases per 1,000 population over a lifetime, i.e., life
background risk is seven deaths from leukaemia per 100,000 pop-
ulation. Since 200 ppb relates to 3.5 cancers per 1,000, a risk of

1.0 per thousand (OSHA’s significant risk level) would be related
to 57 ppb (200/3.5 = 57 ppb). Thus, Australian workers were fol-
lowed for an average of 12.8 years versus 45 years exposure con-
sidered by OSHA’s risk calculations – a difference of 3.5 times
less. Dividing 57 ppb by 3.5 less time of exposure gives 16 ppb.

To provide adequate safety for the general population for a car-
cinogen like benzene, the “no observable effect” level is divided
by 100- to 200-fold to allow for individual variability. Because
the number of 16 ppb has an effect, i.e., is not the “no observable
effect” level, the only safe level for benzene exposure has to be
zero.

Multiple myeloma

Multiple myeloma is a cancer or tumour of the plasma cells,
cells that are derived from lymphocytes originating in bone mar-
row. A tumour is the result of mutational changes produced in the
lymphocytes while they are in the bone marrow120. The mutation-
al changes cause plasma cell dyscrasias. To date, the exact
dyscrasias in myeloma have not been identified. In the absence of
clear evidence of exposure to high levels of radiation, it is scien-
tifically reasonable to attribute benzene exposure, as an environ-
mental factor whose specific site of toxicological action is the
bone marrow, as the most scientifically and medically probable
causative factor.

A number of epidemiological studies showed that exposure to
products that contain benzene, including, e.g., diesel fuel, solvents
and paints, jet fuels, automobile exhaust and engine exhaust, re-
sults in an increased risk for multiple myeloma121-131. Other studies
have shown an increased risk for development of multiple myelo-
ma in transportation workers, railroad and road workers, and
women exposed to exhaust fumes126,127,132,133 reported two cases of
multiple myeloma associated with chronic benzene exposure.

In 1980 and 1984, Aksoy et al 134,135 reported four cases of mul-
tiple myeloma associated with chronic benzene exposure. One of
the patients had a short period of pancytopenia with hypoplastic
bone marrow. In the Aksoy studies, the mean exposure time to
benzene was longer for multiple myeloma than for leukaemia and
malignant lymphomas, i.e., 28 years for leukaemia and 10.5 years
for malignant lymphoma77.

Rinsky et al 84 reported deaths from leukaemia and multiple
myeloma in workers exposed to benzene. Exposure times varied
from 0.10-49.99 ppm-years, a 500-fold variation. It is important
to note that two workers developed leukaemias after very short
exposure periods (4 days and 30 days, respectively) to low con-
centrations of benzene (Table 10).
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Table 9 - Distribution of leukaemias in Chinese benzene workersa

Type of leukaemia Cell-specific SMR   p value

Acute lymphocytic leukaemia 1.94
Acute myelogenous leukaemia 4.96 <0.001
Acute monocytic leukaemia 4.54 <0.05
Acute myelomonocytic leukaemia 5.56 <0.05
Chronic myelogenous leukaemia 4.24 <0.01

a From Yin et al 91

Table 10 - Deaths from leukaemia and multiple myeloma in workers expo-
sed to benzenea

Case Cancers ppm-years Duration of
exposure

1 Monocytic leukaemia 49.99 1.5 years
2 Chronic myelogenous leukaemia 0.10 30 days
8 Myelogenous leukaemia 10.16 1.5 years

10 Multiple myeloma 19.50 1.5 years
11 Multiple myeloma 0.11 4 days
13 Multiple myeloma 7.75 9 months

a From Rinsky et al 84
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Infante136 considered the ratio of leukaemia to multiple myelo-
ma in four major cohort studies of benzene-exposed workers
where such data were provided61,78,84,137 and concluded that there
was an additional 39% excess of cancer deaths from multiple
myeloma in these studies based on the ratios.

Schottenfeld et al 138 evaluated a prospective morbidity and
mortality study (API) from 29 US oil companies and found a SIR
of 552 for multiple myeloma. In a separate study, Lundberg et
al 109 found SIR values of 3.8 (95% CI 0.8-11) and 4.4 (95% CI
0.9-13) in two separate groups of workers exposed to benzene.

Bernard Goldstein57, a world renowned haematologist on the
subject of benzene and blood diseases, wrote:

“Multiple myeloma is one of these diseases where we also do
not know the etiology despite a readily identifiable tumor. I’m
going to present some arguments that benzene could be a con-
tributing cause of multiple myeloma. If I were asked from the
point of view of a reasonable medical probability rather than
a scientific acceptance, I would say that it is reasonably, med-
ically probable that benzene can cause multiple myeloma”. He
added, in his critical review of the literature, that “It is now
more likely than not that benzene exposure is an etiological
factor in multiple myeloma”.
Many studies have shown significant increases in multiple

myeloma in workers exposed to petroleum products containing
benzene (Tables 11-13).

Non-Hodgkin’s lymphoma

Many reports emphasize the importance of benzene as the
causal agent for all haematopoietic and haemolymphopoietic can-
cers including non-Hodgkin’s lymphoma (Table 14). The mecha-
nisms of benzene carcinogenicity are likely to be the same as for
other haematopoietic cancers.

Chronic lymphocytic leukaemia

About 95% of persons with chronic lymphocytic leukaemia
(CLL) have the B-cell type, the type most commonly seen in
NHL. In contrast to the acute leukaemias, chronic leukaemias,
including CLL, comprise a much smaller percentage of
leukaemias associated with chronic exposure to benzene88,170,171.
However, there are several reports of the frequent occurrence of
chronic leukaemia after exposure to benzene80,172,173, and in some
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Table 11 - Benzene exposure and multiple myeloma (MM): odds ratios (OR)

Author OR CI (95%) % increase Group description

aNilsson et al139

All lymphohaematopoietic 2.6 1.2-5.9 160
MM 4.0 0.1-161 300

Demers et al140 (MM)
All cases 2.1 1.2-2.6 110 Painters exposed to
Self reported 2.5 1.3-4.7 150 solvents containing
Employees of 10 yrs + 4.1 1.8-10.4 310 benzene

Heineman et al127 (MM) a

Transportation, road/railroad 2.3 130 All categories of exposure
Chauffeur 1.2 20 to gasoline and engine
Other transportation 7.4 640 exhausts

Linet et al141 (MM) b 3.7 1.3-10.3 270 Occupational exposure to
petroleum products

Lundberg et al109(MM) 5.49 1.13-16.06 449 Swedish painting industry

a Table 1, p. 555
b Table 2, p. 2979

Table 12 - Benzene exposure and Multiple Myeloma (MM): Standardized
Mortality Ratios (SMR)

Author Observed SMR CI (95%) %
increase

aYin et al94

Leukaemia 25 5.7 470
MM 1

Ireland et al142

MM-all 2.3 0.7-9.4 130
MM, 1940-1949 1 1.7 0.0-9.2 70
MM, 1950-1959 2 7.4 0.9-26.8 640
MM, 20-29 yrs after exposure 2 8.7 1.1-31.4 770
MM, > 30 yrs after exposure 1 1.7 0.0-9.4 70

Wong137

MM, intermediate exposure 4 357.1 43.1-1289.3b 257
group

Rinsky et al 84

MM 409.0 1.1-10.47 409

a Page 232, Table 4
b Not significant

Table 13 - Benzene exposure and Multiple Myeloma (MM): Proportional
Mortality Ratios (PMR)

Author Observed/ PMR CI (95%) %
expected increase

a Thomas et al 143

(MM) 7/2.4 2.95* 195

Greene et al 103

MM - all races 2.19 1.2-4.0 119
MM in whites 2.46* 146

a Page 138, Table 5 shows multiple myeloma (ICD 203)
*Statistically significant p ≤0.05
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Table 14 - Risk factors for non-Hodgkin’s lymphoma from exposure to benzene or products containing benzene

Author Exposure and/or disease Findings 95% CI p

Dryver et al 144 Solvents > 5 years OR 1.59 1.11-2.88
Aromatic hydrocarbons OR 1.72 1.10-2.71
Painters OR 1.77 1.13-2.76

Rego et al 145 All NHL & solvents OR 1.67 0.97-2.87
All NHL, solvents >5 yrs OR 1.87 1.05-3.34
Diffuse NHL, solvents >5 yrs OR 1.98 1.03-3.68
Dose response (all NHL) OR 1.28

< 5 yrs OR 2.58
6-10 yrs OR 2.66
11-15 yrs OR 2.60
16-20 yrs OR 5.35
21-25 yrs OR 4.00

Fabbro-Peray et al 146 NHL OR 2.0 1.1-3.9
Dose response:

0 days OR 1.0
<810 days OR 1.7 0.4-6.8
>810 days OR 5.7* 1.4-23.2 0.02

Persson and Fredrikson147 Solvents - NHL OR 1.6 1.0-2.5
Solvents - NHL OR 1.8 1.1-2.9
White spirits - NHL OR 2.6 1.3-4.7
Thinner - NHL OR 1.9 1.0-3.3
Gasoline - NHL OR 1.9 0.9-3.8
Aviation gasoline - NHL OR 3.5 0.6-17
Solvents - NHL OR 1.4 0.8-2.4
Plastic & rubber chemicals OR 2.2 1.0-4.8

Nilsson et al 148 NHL OR 3.3 1.1-10.6
OR 4.0

Fabbro-Peray et al 149 Exposure to benzene OR 3.45 1.1-10.2 <0.08
Exclude other factors OR 3.16 0.86-11.6 <0.09

Hayes et al 118 NHL OR 3.0 0.9-10.5
Dose response:

Low dose OR 2.7 0.7-10.6* 0.04
Med dose OR 1.7 0.3-10.2* 0.04
High dose OR 4.7 1.2-18.1* 0.04
5 yrs OR 0.7 0.1-7.2* 0.01
5-9 yrs OR 3.3 0.7-14.7* 0.01
>10 yrs OR 4.2 1.1-15.9* 0.01

NHL in chemical workers OR 7.8 1.9-32.5

Tatham et al 150 All NHL & solvents OR 1.10 0.9-1.3
Diffuse small cell NHL & solvents OR 1.6 1.10-2.20

Weisenberger151 Solvents & other chemicals OR 6.0 1.9-19.0

Hardell et al 152 Solvents OR 2.4 1.4-3.9
Thinner OR 3.4 1.4-10
White spirit OR 3.2 1.3-8.3
Turpentine OR 3.3 0.9-1.7 
Degreaser OR 11.0 2.9-72

Blair et al 153 Follicular NHL OR 1.9 0.7-5.3
Diffuse NHL OR 1.8 0.6-5.4
NHL 4-fold increase OR 3.3 0.7-3.4

Olson and Brandt154 Solvents, indep. risk factor OR 3.3 1.9-5.8
Dose response:

120 months OR 1.8 1.2-2.7* 0.001
249 months OR 3.3 1.5-7.1* 0.001
360 months OR 6.0 1.9-19.0* 0.001

* Statistically significant
(continued)
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Table 14 (continued)

Author Exposure and/or disease Findings 95% CI p

Brandt155 NHL OR 3.3 1.9-5.8

Wilcosky et al 156 Hexane OR 4.0 <0.05
Solvent A OR 2.6

Norseth et al 157 Lymphoma OR 2.2

Keil158 NHL OR 3.0 1.31-6.8

Vianna and Polan88 NHL 1.6-2.0* 0.01
Dose response:

< age 45 yrs 0.9-1.3 NS
> age 45 yrs 1.7-2.1* 0.01

Hayes et al 118 NHL RR 2.2 1.1-4.2
NHL - 10 yrs exposure RR 4.2 1.1-15.9

Yin et al 91 NHL -  21 cases of lymphoma RR 4.0 1.1-2.57

Delzell et al 159 NHL RR 2.4 1.2-4.9
Myeloma RR 2.9 1.0-8.6

Wong50 NHL RR 3.77* <0.05

Wong50 NHL & leukaemia RR 8.6* <0.04
NHL predominating white men RR 9.6* <0.011

continuously exposed

Wong50 NHL - lymphopoietic cancer
<108 ppm-months RR 2.71

180-719 ppm-months RR 2.96
>720 ppm-months RR 4.12* <0.06

Wong160 Lymphopoietic cancers RR 3.20* <0.05

Wong160 NHL RR 3.77* <0.05

Bond61 NHL (LSRS) RR 1.8 0.2-6.6

Zoloth et al 161 NHL RR 2.09 1.17-3.75

Checkoway162 NHL RR 3.0 NA

Hardell et al 163 Lymphoma
Solvents, all doses RR 2.4 1.5-3.8

Low dose RR 1.2 0.5-2.6
High dose RR 2.8 1.6-4.8

Olin and Ahlbom164 Lymphohaemopoietic tumours RR 2.18* <0.05

Vianna and Polan88 NHL RR 2.0 1.8-2.1

Berlin et al 165 Solvents, all HLCA SIR 1.9 1.2-3.2
NHL SIR 1.9 0.8-4.0

Hansen and Olsen166 NHL SIR 3.7 1.2 - 8.9

Christie et al 167 NHL SIR 1.7 0.8 - 3.1

Thomas et al 143 NHL
Active PMR 1.69
Retired PMR 2.33* <0.05
Total PMR 2.00* <0.05

Capurro and Eldridge168 Reticular cell sarcoma &
lymphosarcoma

3 vs. 0.04 SMR 73

Tyroler et al 169 Lymphoma age > 40 yrs,
10 yrs of service PMR 2.51

McMichael et al 38 NHL SMR 2.05 

* Statistically significant
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studies38, 174 the predominant form of leukaemia associated with
chronic benzene exposure was CLL. Flodin et al 122 reported sig-
nificant increases in CLL in individuals exposed to solvents (OD
1.7; 95% CI 0.8-3.6). McMichael et al 38 found a RR of 5.5 for
CLL in heavy solvent-exposed workers and a lower risk of 2.5 for
medium-exposed rubber workers. Arp et al 175 and Monson and
Fine176 found increases in CLL in workers exposed to benzene,
xylene and coal-based solvents. Aksoy177 reported CLL in two of
three cases of chronic leukaemia in benzene-exposed workers,
and Linos et al178 found three out of four benzene-exposed work-
ers with chronic leukaemia had CLL. McMichael et al 38,39 and
Checkoway et al 162 each reported increases in CLL in rubber
workers.

In more recent studies, Lewis et al 179 reported statistically sig-
nificant increases in leukaemia among male workers in refinery
and petrochemical plants (SMR 181, 95% CI 122-259); the ex-
cess was largely due to increases of CLL (SMR 351, 95% CI
168-645). Zheng et al 180 reported increases in NHL and CLL in
persons employed in the motor vehicle and motor vehicle equip-
ment industries in Kansas and Nebraska (OR 4.2, 95% CI 1.3-
13.9).

Kidney cancers

Alderstein181 reported statistically significant increases in kid-
ney cancer in shoe and electrical workers. In 1980, Paul Deisler,
Vice President of Health, Safety and Environment for Shell Oil
Company, reported to the EPA statistically significant increases in
kidney cancers in distribution drivers who carried gasoline, diesel
fuels, solvents and oils.

Subsequently, numerous reports have shown significant in-
creases in kidney cancer in workers exposed to gasoline, solvents,
and petroleum products containing benzene (Table 15).

Partanen et al 111 showed that by measuring ppm equivalents of
benzene ranging from 0.1 to 2.0 ppm as indicators of exposure to
gasoline, humans exposed to gasoline demonstrated a large in-
crease in the incidence of renal cell carcinoma with an OR
of 7.39 (95% CI 1.58-34.6). The excess risk of human renal
cancers was highest at a latency period of approximately 30 years.
In the printing and publishing industries, where petroleum sol-
vents similar to those present in gasoline are commonly used, the
OR increases were 5.95 (95% CI 1.21-29.2) and 8.01 (95% CI
0.92-69.8). An association between renal cell carcinoma and ex-
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Table 15 - Increases in kidney cancer associated with benzene exposure

Author Group Results 95% CI

Sinks et al 183 Paperwork printing workers SIR 3.7* 1.4-8.1

Schottenfield184 Petroleum distribution workers SIR 127.8

Lynge et al 182 Workers exposed to gasoline vapours SMR 1.3 1.0-1.7

Wong 50 Marine workers exposed to gasoline SMR 568*

Matanoski et al 185 Painters PMR 140* 1.2-19.1

Miller et al 110 Painters PMR 2.8 1.2-6.5

Thomas et al 113 Oil refinery workers PMR 2.14

Schnatter et al 112 Petroleum marketing and distribution workers RR 4.06
RR 3.86
RR 3.80

Hu et al 186 Benzene-exposed workers OR 2.5 1.6-3.4
Mineral oil exposed workers OR 2.0 1.2-3.3

Delahunt et al 101 Firefighters OR 4.9* 2.47-8.93
Painters OR 1.70* 1.31-3.44

Partanen et al 111 Gasoline workers: 
Exposed to 1-2 ppm OR 7.39* 1.58-34.6
Cumulative exposures OR 4.34* 1.15-16.4

Bethwaite et al 125 Painters: kidney & urothelial cancer OR 1.45 0.85-2.5

Kadamani et al 187 Exposures to hydrocarbons
Moderate exposure OR 2.7* 1.2-6.5
Exposure duration alone, 16-30 yrs OR 2.4* 1.0-6.2
Duration of exposure > 30 yrs OR 2.3* 1.0-5.2

Siemiatycki et al 188 Workers exposed to jet fuel OR 2.5 1.1-5.4
Aviation gasoline OR 2.6 1.2-5.8

Asal189 Petroleum refining OR 4.3* 1.7-10.9
Chemical manufacturing OR 4.0 0.7-54.9
Gas station attendants OR 6.2 1.0-40.4

Bond et al 97 Workers exposed to:
Light hydrocarbons OR 1.86 0.55-6.25
Kerosene OR 4.89 0.72-33.1
Toluene OR 1.31 0.53-3.24

* Statistically significant
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posure to gasoline was also found by Schnatter et al 112. Lynge et
al 182 showed statistically significant elevated risk for kidney can-
cers with SMR of 1.3 (95% CI 1.0-1.7) for both men and women
in Norway, Denmark and Finland. The standardized incidence ra-
tio for renal pelvis cancer was 2.0 (95% CI 1.0-3.7). 

Kadamani et al 187 reported statistically significantly elevated
risk for renal cell carcinoma (Table 16) in male workers with
moderate exposure (OR = 2.7). Increased kidney cancer risk was
also significantly increased for men with duration of exposure be-
tween 16 and 30 years (OR = 2.4) and exposure greater than 30
years (OR = 2.3). 

Stomach cancer

Yin et al 91 reported a significant increase in cancer of the stom-
ach in workers exposed to benzene. There are many other studies
reporting statistically significant increases in cancer of the stom-
ach in workers exposed to petroleum hydrocarbons containing
benzene (Table 16).

Colon cancer

In 1940, Gafaer and Sitgreaves studied cancers among the
male employees of an oil refining company between 1933 and
1938. The employees ranged in age from 15 to 69 and totaled al-
most 60,000 years of cumulative employment during the study
period. A total of 70 cases of cancer were reported, which includ-

ed 46 deaths. Data indicated that the 46 refinery death cases in-
cluded a higher percentage of digestive system sites (69.6%) than
that expected from the US data (57.8%). This report did not in-
clude any information on the number of years worked prior to on-
set of diseases or job descriptions.

Studies by Theriault and Goulet194 included all the men (1,205)
who were employed for more than five years in an oil refinery lo-
cated in East Montreal during the years 1928–1976. Information
was accumulated for 1,015 men (190 men were lost in the follow-
up). The SMRs for specific causes were above 100. The digestive
system showed increased cancer (SMR = 117). 

Hanis et al 104 reported on a cancer mortality study of 15,032
male employees of Imperial Oil Limited of Canada. Employees in
this study were categorized as: employees highly exposed, mod-
erately exposed and not exposed to petroleum and its products;
and refinery workers and non-refinery workers. In the exposed
category, workers had more than three times the risk of develop-
ing oesophageal and stomach cancer and approximately twice the
risk of developing lung cancer compared to the non-exposed
workers. This study also found that for the exposed group, in-
creased duration of employment increased the risks to these two
types of cancers. The results comparing refinery workers to non-
refinery workers, showed that the refinery workers had twice the
risk of cancer of the intestine and other digestive organs.

In 1980, Thomas et al 113 showed increased cancer rates among
workers employed in petroleum refining and petrochemical plants
in Texas. The study group consisted of 3,015 males whose deaths
were reported by union (OCAW) locals between 1947 and 1977.
The data showed statistically significant PMRs for cancer among
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Table 16 - Increases in gastrointestinal cancer associated with benzene exposure

Author Group Results 95% CI

Morgan and Wong190 Mobil refinery workers SMR 756.1*

Thomas et al 113 PMR 1.41*
PMR 1.66*
PMR 1.92*

Non-whites PMR 2.54*

Thomas et al 143 PMR 2.69*
PMR 2.42*
PMR 2.8*
PMR 2.9*

Berger and Manz96 SMR 1.77*

Hanis et al 104 Refinery workers RR 1.82*

Blot et al 191 RR 1.09

Maizlich et al 192 PMR 2.04

Matanoski et al 185 SMR 144* 101-180

Park et al 193 SMR 4.4 1.62-9.6
SMR 5.8 2.5-15

Siemiatycki et al 188 SMR 1.5*

Theriault and Goulet194 4 stomach cancers

Chen and Seaton195 SMR 127.3 101.4-159.4

Brown et al 98 Painting trades SIR 2.3 0.7-5.3

Delzell and Monson197 SMR 145 94-214
SMR 2

* Statistically significant
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white males. Site-specific PMRs for white males were signifi-
cantly increased for cancers of the digestive and respiratory sys-
tems, skin and brain. The results also showed that risks of stom-
ach and brain cancers, leukaemia and multiple myeloma in-
creased with longer union membership. Colon cancers associated
with benzene exposure are summarized in Table 17.

Lung cancer

In 1989, Aksoy77 stated that “In 1976, we considered five indi-
viduals with lung cancer associated with chronic benzene expo-
sure and suggested that there is a causal relationship between this
chemical and lung cancer”. In 1985, Aksoy200 stated: “Today
there seems to be sufficient data to incriminate benzene as a po-
tent carcinogenic agent causing leukaemia, malignant lymphoma,
multiple myeloma, and lung cancer, as well as numerous disor-
ders of the bone marrow depression”. In these cases135, duration
of exposure ranged from 8-35 years (mean = 17 years).

Hayes et al 201 in their publication entitled “Mortality among
benzene workers in China on 74,828 exposed workers and
35,805 non-exposed workers”, stated that the deaths due to lym-
phatic and haematopoietic malignancies (p<0.01) and lung cancer

(p<0.01) increased significantly with increasing cumulative ex-
posure to benzene.

Yin et al 93 reported statistically significant excesses in workers
exposed to benzene of leukaemia (RR = 2.3), malignant lym-
phoma (RR = 4.5), and lung cancer (RR = 1.4), and in 1987, Yin
et al 91 reported 39 deaths from lung cancer (SMR = 2.31), which
then ranked as the number one cause of death.

There is no safe level for benzene

In 1939, Francis T. Hunter202 found that poisoning by benzene
is a product of the following factors:

– degree of individual susceptibility;
– duration of exposure; and
– concentration is of relative but not absolute importance and

the only really safe concentration [of benzene] is zero.
In September 1948, the API203 issued a document entitled “API

Toxicology Review: Benzene” prepared by P. Drinker; it was
widely circulated to oil companies. This report states: “Inasmuch
as the body develops no tolerance to benzene and there is a wide
variation in individual susceptibility, it is generally considered
that the only absolutely safe concentration for benzene is zero”.

28

M.A. Mehlman

Table 17 - Increases in colon cancer associated with benzene exposure

Author Group Results 95% CI

Chen and Seaton195 SMR 117.8 100.2-138.6

Montanaro et al 196 Tannery workers SMR 180* 105-288

Lagorio et al 108 Gas station attendants SMR 136 54-286

Berger and Manz96 Coke gas plant workers SMR 1.84*

Blair et al 153 Marine inspectors SMR 1.44 0.82-2.34

Morgan and Wong190 Mobil refinery workers SMR 438.5*

Schottenfield et al184 Petroleum industry workers SMR 140.11

Hakama and Kilpikari198 Rubber workers SMR 137

Greene et al 103 Printing plant workers PMR 1.36* 1.1-1.8

Miller et al 110 Painters PMR 1.9* 1.3-2.8

Brown et al 98 Painting trades SIR 1.3 1.0-1.7

Lundberg et al 109 Painters SIR 2.2 0.9-4.6

Goldberg et al 102 Workers exposed to:
Diesel engine exhaust OR 2.1* 1.3-7.7
Benzene OR 2.3 1.1-4.8
Waxes & polishes OR 2.9 0.8-10.3
Polystyrene OR 1.9 1.3-3.5
Mineral oil OR 3.3 1.2-8.9
Benzene OR 1.9 1.3-3.3
Xylene OR 1.9 0.8-4.3
Toluene OR 1.6 1.0-2.7

Brownson et al99 Printing machine operators OR 1.9 1.0-3.3
Petroleum product exposure OR 2.7 1.0-7.2

Schnatter et al112 Petroleum distribution workers
Less than daily exposure RR 1.66 0.65-4.2
Daily exposure RR 1.4 0.54-4.16

Hanis et al104 Refinery workers RR 1.97*

Li et al199 Chemists *

* Statistically significant
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The API document further stated: “A limit of 50 ppm or less is
strongly recommended, particularly where exposures are recur-
rent. Skin contact should be avoided”. This API document-rec-
ommended level was 500-fold greater than that recently recom-
mended by American Conference of Governmental Industrial Hy-
gienists (ACGIH). Thus, in spite of scientific evidence and gen-
eral knowledge of the carcinogenicity of benzene, it is discon-
certing that warning labels are not used to identify the carcino-
genicity of benzene in products containing this chemical, espe-
cially gasoline. 

In 1958, ESSO, in their Toxigram, published by the ESSO Re-
search and Engineering Company Medical Research Division in
Linden, New Jersey, stated that:

“Most authorities agree that in the light of present knowledge,
the only level which can be considered absolutely safe for pro-
longed exposure [to benzene] is zero”.

In the world’s largest animal study204, sponsored by the US
EPA and the US FDA, concerning a single carcinogenic chemical
in an effort to determine the answer to the question of the rele-
vance of using high doses to low doses, it was found by US Gov-
ernment scientists, as officials of federal regulatory policy, that:

“There should be no debate over a key principle that has
shaped both our investigations and the regulatory posture of the
FDA and EPA, namely that no level of exposure greater than ze-
ro to a toxic substance can be assumed to be without potential-
ly harmful effects... The evidence from the ED01 study… has pro-
vided a massive and overwhelming experimental profile and a
data base which lends support to regulatory policies”.

The California Air Resources Board205 Report to the Scientific
Review Panel on Benzene, Nov. 27, 1984, wrote:

“In accordance with the provisions of the Health and Safety
Code Section 39661, The Scientific Review Panel, in reviewing
the Report to the Scientific Review Panel on Benzene, has con-
sidered the public comments received regarding the report
finds each of the following propositions to be prudent inter-
pretations of the available evidence:

a) benzene should be treated as a carcinogen that may act
at all doses without any threshold level;

b) health effects, other than cancer, are not anticipated at
current ambient benzene exposure levels; and

c) under reasonable conservative estimates, the added life-
time cancer risk from ambient exposures is not negligible”.

In 1993, the Collegium Ramazzini wrote to William D. Wagn-
er of ACGIH in a letter dated September 10, 1993:

“It is the opinion of the physicians and health professional sci-
entists that the recommendation reached by ACGIH in 1990 is
correct, and exposure must be limited to 0.1 ppm TLV-TWA…
To set the standard of exposure to benzene any higher than 0.1
ppm presents a needless and preventable cancer danger to the
lives and health of American working men and women… The
United States’ rôle as a leader in world health would be com-
promised by recommending a higher standard”.

Aksoy is a physician, haematologist, and oncologist who
published over 50 original papers on human cancers caused by
high levels of benzene. Even so, Aksoy206 himself stated in his

1994 paper entitled “Benzene and Malignancies” that “Benzene
is the only chemical which causes haematological abnormali-
ties and malignancies. There is no safe level for this chemical.
Therefore, benzene should be used only when there is no other
possibility”.

The Scientific Review Panel Regarding the Report on Benzene
(Source: University of California, Davis. Submission of Report to
the Scientific Review Panel on Benzene by Emil M. Mrak, Chan-
cellor Emeritus, to Gordon Duffy, State Air Resources Board,
Sacramento, CA) 

Specifically, the Scientific Review Panel finds each of the fol-
lowing propositions to be prudent interpretations of the available
evidence:

1) benzene is a human carcinogen;
2) benzene should be treated as a carcinogen that may act at all

doses without any threshold level;
3) health effects, other than cancer, are not anticipated at cur-

rent ambient benzene exposure levels; and
4) under reasonable conservative estimates, the added lifetime

cancer risk from ambient exposures is not negligible. 

For these reasons, we agree that benzene should be listed by
the Air Resources Board as a toxic air contaminant having no
threshold level.

While the Scientific Review Panel finds the dose-response
analysis prepared by the Department of Health Services (DHS) to
be scientifically acceptable, we submit the following comments
and recommended changes regarding the dose-response analysis.

Using extrapolation procedures recommended by the EPA and
Interagency advisory groups, DHS has estimated that the lifetime
risk of cancer from exposure to benzene ranges between 22 and
170 cases per million per ppb. The Scientific Review Panel con-
curs with DHS’s evaluation, but wishes to emphasize several
points.

Recommended workplace concentration limits of benzene
over time in the USA

The threshold limit value-time weighted average (TLV-TWA)
for benzene in 1946 was 100 ppm; in 1947, 50 ppm; 1948-1956,
35 ppm; 1957-1976, 25 ppm; 1977-1987,10 ppm; it is currently 1
ppm. In July of 1990, the ACGIH recommended that the TLV-
TWA for benzene be reduced to 0.1 ppm. In 1993, the Collegium
Ramazzini recommended that the occupational standard of expo-
sure to benzene be limited to 0.1 ppm or less, and in 2003, rec-
ommended benzene be limited to 0.04 ppm (Table 18). 

Occupational and environmental exposure to benzene

Most of the occupational exposure to benzene occurs from a
variety of products and solvents. Individuals who are heavily ex-
posed to benzene include those in the fields of painting, printing,
gluing, leather working (shoes), rubber working, petroleum refin-
ing, petrochemical plants, gasoline use and storage, coke produc-
tion and use, coal, transportation, and workers in organic solvent
facilities.
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In the general population, exposure to benzene comes from
household solvents, automobiles, automotive exhaust, storage
sites, hazardous waste sites, industrial facilities, smoking, paint,
marking pens, tape, foods, and many more. There is tremendous
variability in susceptibility of individuals exposed to benzene. In-
dividuals with respiratory disease, cardiac disease, diabetes mel-
litus, infants, pregnant women, individuals on certain medica-
tions, and the elderly are at increased risk of developing adverse
symptoms and may be at increased risk of developing cancers fol-

lowing exposure to benzene. The measured concentrations of a
variety of solvents and products commonly used are shown in Ta-
bles 19-23. It is important to note that individuals are often ex-
posed to mixtures of chemicals and solvents. Such exposures can
produce synergistic effects. Table 24 shows examples of syner-
gistic and additive effects between combinations of toxic com-
pounds.

Benzene interacts with other chemicals. Ethanol, acetone,
toluene, xylene, PCBs, and phenobarbital are known to effect
toxicity and metabolism of benzene. Ethanol increases haemato-
toxic effects of benzene215. Interaction of benzene with other aro-
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Table 18 - Occupational benzene standards

Year Recommended by Standard

1946 ACGIH 100
1947 ACGIH 50
1948-1956 ACGIH 35
1957-1976 ACGIH 25
1977 ACGIH 10
1986 ACGIH 10
1987 OSHA 1
1986 NIOSH 0.1 (proposed)
1990 ACGIH 0.1 (proposed)
1993 Collegium Ramazzini 0.1 (recommended)
2003 Collegium Ramazzini 0.04 (recommended)

Table 19 - Benzene levels in naphtha solvents

Product name Parts per million (ppm) Information source

Naphtha 10,000-20,000 Elkins and Pagnotto207

Naphtha Up to 93,000 Pagnotto et al 208

Naphtha 1,000-2,000 Chevron MSDS 3/18/00

Naphtha 2,000-5,000 Shell Corp. MSDS

VM& P naphtha 1,000 Carpenter et al 209

VM& P naphtha 1,000 NIOSH

Naphtha 39,500 Elkins et al 210

VM& P naphtha 1,000 Elkins (G-059A)
(OSHA Testimony)

Table 20 - Benzene levels in toluene, xylene, and ethylbenzene

Product name Parts per million Information source
(ppm)

Toluene 2,000-10,000 Shell Oil Corp., 1977

Toluene 1,000 Shell Oil Corp., 1977

Toluene 1,000 General Electric Corp., 1978

Toluene 1,000 Dupont Corp., 1978

Toluene 5,000 Dupont Corp., 1978

Toluene 5,000-50,000 Shell Oil Corp., 1977

Toluene 1,000 General Electric Corp., 1978

Toluene + xylene 5,000-50,000 Boenheim and Person,
Chapter 19, Petroleum
Hydrocarbon Solvents, 1975

Xylene 1,000 Dupont (Memo to John Coleman
3/27/78)

Ethylbenzene 300 Shell Oil Corp., 1978

Ethylbenzene 887 General Electric Corp., 1978

Table 21 - Benzene levels in organic solvents

Chemical Parts per million (ppm)

Butadienea 100
Butenea 100
Cumenea 20,000
Cyclohexanola 266-9,600
Cyclohexanol Ca 20-2,000
Dichloropentadienea 12,900
Isoprenea 100
Monochlorobenzenea 10-800
Piperylenea 2,700
Hexaneb 37,000
Hexane Cb 36,000

a Shell Oil Corp., March 1, 1978, OSHA, Benzene Standard Analysis
b Shell Oil Corp., 1977

Table 22 - Benzene levels in solvents and products

Product Parts per Information source
million (ppm)

Rubber solvent 15,000 Elkins (Docket 059A)
OSHA Testimony

Stoddard solvent 1,000 Elkins (Docket 059A)
OSHA Testimony

Shell rubber solvent 10,000 Shell Oil Corp., 1997

140o flash aliphatic 700 Elkins (Docket 059A)
OSHA Testimony

Liquid wrench 300,000 Mobil Oil Corp., 1977

Varsol (Stoddard solvent) 1,000 Carpenter et al211

140o flash aliphatic solvent 700 Carpenter et al212

Rubber solvent 15,000 NIOSH, 1978

“Varnish makers” 1,000 NIOSH, 1978

Stoddard solvent 1,000 NIOSH, 1978

Mineral spirits 1,000 B.F. Goodrich, OSHA
Testimony, 1977

Mineral spirits 2,000 General Electric,
OSHA Testimony, 1977

VM & P naphthol 1,000 General Electric, MSDS

Solvasol 1 > 1,000 Mobil Oil, 1977

Solvasol 2 > 1,000 Mobil Oil, 1977

Slop oil > 1,000 Mobil Oil, 1977

Asphalts > 1,000 Mobil Oil, 1977

Shell Sol BJ-77EG 21,000 Shell Oil Corp., 1977

Shell DAN 19,000 Shell Oil Corp., 1977

Shell Sol BJ 19EG 15,000 Shell Oil Corp., 1977
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matic hydrocarbons may result in enhanced toxicity. Acute in-
halation exposure to a mixture of toluene and xylene causes ad-
ditive respiratory and central nervous system toxicity216,217. The
combined effect of m-xylene and methylethyl ketone (2-bu-
tanone) when contaminated with benzene produces a synergistic
induction of microsomal enzymes218. Administration of aspirin to
pregnant rats exposed to xylene causes greater than additive po-

tentiation of maternal and foetal toxicity219. In addition, xylene
acts as a promoter or cocarcinogen for induction of skin tu-
mours219. This finding is relevant to petrochemical workers who
are exposed to polyaromatic hydrocarbons, xylene, crude oil, and
ultraviolet light.

Conclusion

In 1991, Mehlman220 reported in the American Journal of In-
dustrial Medicine that “Because we do not know of any safe ben-
zene level above zero, the problems that have been plaguing the
health protection process in both the occupational and environ-
mental setting relative to benzene can perhaps be best resolved by
setting current recommended maximum occupational levels of ex-
posure to 0.004 to 0.1 ppm and, to the extent possible, avoiding
any exposure at all to benzene and benzene-containing products”. 

There is no debate that benzene causes all haematopoietic and
lymphoreticular cancers including aplastic anaemia, multiple
myeloma, and all types of leukaemias and lymphomas. We now
have sufficient evidence that benzene causes cancer in a variety of
organs including kidney, stomach, colon and other organs. Recent
data demonstrate that humans develop significant increases in
cancer at levels of 16 ppb or lower (figs. 2, 3). Thus, we can con-
clude, with a great degree of scientific certainty, that there is no
safe level for benzene above zero.
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Table 23 - Benzene levels in solvents and products

Product Parts per Information source
million (ppm)

Calibrating fluid 5,000 General Electric, 1978
Hydraulic fluids 1,000 General Electric, 1978
Unland screen developer 5,000 General Electric, 1978
Mineral spirits 2,000 General Electric, 1978
Lacquer thinner 5,000 General Electric, 1978
Rubber cement 1,400 General Electric, 1978
Kerosene 4,000 General Electric, 1978
Vinyl thinner 5,900 General Electric, 1978
Robber solvent 13,000 General Electric, 1978
Hexane 3,000 General Electric, 1978
Trimethylbenzene 5,000 Dupont
C9 Aromatics 150 Monsanto
Dicyclopentadiene 12,290 Monsanto
Ethylbenzene 310 Monsanto

Table 24 - Selected types of interactions between toxic compounds

Pair of toxic exposure Kind of interaction Result

Cigarette smoking + asbestos Synergistic Lung cancera

Cigarette smoking + uranium (radon) Synergistic Lung cancera

Cigarette smoking + carbon monoxide Synergistic Cardiac damagea

Cigarette smoking + β-naphthylamine Additive or synergistic Bladder cancer
Carbon monoxide + methylene chloride Synergistic Cardiac damagea

Sulphur oxides + air particulate Synergistic Chronic obstructive pulmonary disease
Benzene + toluene Antagonistic Chromosomal damage
Benzene + radiation Additive or synergistic Leukaemia
Carbon tetrachloride + ethyl or isopropyl alcohol Synergistic Hepatic and renal damagea

Noise + solvent exposure Additive or synergistic Hearing lossb

a Indicates interaction is well established (Trieff and Corrigan213)
b From Morata214

Fig. 2. Expected cancers due to benzene exposure at levels of 1-8 ppb. Fig. 3. Expected cancers due to benzene exposures at levels of 16-256 ppb.
The exponential rise in risk can be seen.
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Riassunto

I tumori neuroendocrini sono neoplasie considerate rare, an-
che se recenti osservazioni confermano un aumento di casi
diagnosticati. Si tratta prevalentemente di tumori ben diffe-
renziati, con basso grado di malignità e con lunghe sopravvi-
venze, spesso caratterizzate dalla presenza di sintomi invali-
danti difficilmente dominabili. Nel 20-30% dei casi sono inve-
ce tumori maligni metastatici e, nel caso di tumori indifferen-
ziati, con prognosi sempre infausta a breve termine. La dia-
gnostica radiologica e medico nucleare permettono una piani-
ficazione del programma terapeutico in oltre il 50% dei casi.
La diagnostica di laboratorio e l’immuno-(cito)isto-chimica
consentono invece di valutare gli aspetti prognostici della ma-
lattia. Il trattamento chirurgico deve essere sempre conside-
rato come scelta primaria quando curativo. La chemioterapia
va riservata ai casi di malattia metastatica non aggredibile
chirurgicamente e nelle forme indifferenziate. I tumori ben
differenziati a basso indice di proliferazione possono invece
avvantaggiarsi dall’uso degli analoghi della somatostatina.
L’associazione analoghi della somatostatina e interferone αα
ha consentito un buon controllo della malattia nel carcinoide
maligno. La chemioembolizzazione ha dato buoni risultati,
col vantaggio di essere ripetibile nel tempo. La terapia radio-
metabolica può essere impiegata nella malattia avanzata, con
un controllo ottimale dei sintomi anche per lungo tempo. Le
forme familiari sono di solito caratterizzate da un basso gra-
do di malignità che permette un approccio primariamente
farmacologico alla malattia; in alcuni casi, la presenza di for-
me metastatiche autorizza ad una aggressività chirurgica, al-
lo scopo di migliorare la qualità di vita e la sopravvivenza del
paziente. Il trapianto di fegato può essere considerato in casi
selezionati. Eur. J. Oncol., 9 (1), 37-47, 2004

Parole chiave: tumori neuroendocrini, carcinoide, tumore a
cellule di Merkel, feocromocitoma

Summary

Neuroendocrine tumours are considered rare neoplasias,
even if recent observations confirm an increase of diagnosed
cases. They are frequently well differentiated tumours, with
low grade of malignancy and with long survival periods often
characterized by the presence of disabling symptoms that are
difficult to control. In 20-30% of cases, however, these are me-
tastatic malignant tumours and, in the case of poorly diffe-
rentiated tumours, always with an unfavourable short-term
prognosis. Radiologic and nuclear imaging allow to plan a
programme of therapy in over 50% of cases. On the contrary,
laboratory and immuno-(cyto) histo-chemical diagnosis per-
mit a prognostic evaluation of the disease. Surgical treatment,
when curative, must always be considered as first choice the-
rapy. Chemotherapy must be reserved to cases of metastatic
disease and unndifferentiated forms. Well differentiated tu-
mours with a low proliferation index may obtain some im-
provement from the use of somatostatin analogues. The asso-
ciation of analogues with αα-interferon have resulted in a good
control of the disease in the malignant carcinoid. Chemoem-
bolisation has given good results, with the advantage of being
repeatable. Radiometabolic therapy may be employed in ad-
vanced disease, with a good control of symptoms even over a
long period of time. Familial forms are usually characterized
by a low grade of malignancy that permits a primarily phar-
macological approach; in some cases the presence of metasta-
tic forms justify a surgical aggressiveness, in order to impro-
ve the quality of life and survival of the patient. Liver tran-
splant may be considered in selected cases. Eur. J. Oncol., 9
(1), 37-47, 2004

Key words: neuroendocrine tumours, carcinoid, Merkel cell
carcinoma, pheochromocytoma
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Introduzione

I tumori neuroendocrini (NET) sono comunemente ritenuti ra-
ri. La loro incidenza è bassa (0,5-1caso/100000/anno); nel 70%
dei casi sono ben differenziati e a basso grado di malignità, e ca-
ratterizzati da lunghe sopravvivenze. Nel caso producano sostan-
ze peptidiche, questi tumori possono presentare un andamento cli-
nico capriccioso, con presenza di sintomi invalidanti come la diar-
rea cronica refrattaria; talora recidivano anche a lunga distanza di
tempo. Nel 20% circa dei casi si tratta invece di tumori franca-
mente maligni, che metastatizzano prevalentemente per via ema-
tica al fegato. I rimanenti tumori sono indifferenziati, di solito bio-
logicamente asintomatici, con prognosi sempre infausta a breve
termine e capaci di metastatizzare anche al tessuto cutaneo. I NET
possono essere sporadici o con carattere di malattia familiare, dia-
gnosticata in pazienti che appartengono a famiglie note per disor-
dini ormonali.

Nonostante il termine raro, autorizzato peraltro dai dati di una
letteratura non più recente, l’incidenza di questi tumori è andata
progressivamente aumentando, soprattutto nel corso della passata
decade, come confermato da un’analisi condotta dalla Banca Da-
ti Nazionale sulle Malattie Endocrine Gastro-Entero-Pancreatiche
(Progetto GEP®) che, al termine del 1998, è riuscita a raccogliere
470 casi osservati in 45 Centri distribuiti su tutto il territorio na-
zionale1-3.

Lo spazio occupato da questi tumori è andato dunque dilatan-
dosi negli ultimi anni, trasformandosi in un problema col quale il
clinico deve iniziare a misurarsi anche (e soprattutto) al di fuori
dei grossi centri di riferimento oncologico.

Questo fatto ha portato molti pazienti a rivolgersi anche a pic-
coli centri, il più delle volte carenti di dotazioni tecnologiche e
culturali adeguate.

Mancando linee guida standardizzate, si sono visti approcci
diagnostici e terapeutici spesso opinabili, a volte anche molto co-
stosi, con risposte alla malattia e sopravvivenze fra le più varie,
inferiori alle risorse utilizzate e ai sacrifici richiesti al paziente, e
comunque con scarso impatto sulla qualità di vita. 

L’aumento del numero di casi diagnosticati negli ultimi anni
rende ragione dell’attuale maggiore attenzione da parte del clini-
co nei riguardi di questa particolare patologia, con impiego di al-
cune nuove tecniche diagnostiche di imaging e di laboratorio, e
con l’uso terapeutico di nuove molecole, anche con approccio ra-
diometabolico, con un impatto favorevole sul decorso della ma-
lattia. 

Diagnosi clinica

I NET vengono divisi in due distinte categorie, funzionanti e
non funzionanti, in relazione alla capacità di produrre e secernere
sostanze ormonali. Nell’80% dei casi, nelle forme digestive, i
NET sono asintomatici, espressione di una mancata secrezione
ormonale oppure di una inadeguata o patologica secrezione di
precursori peptidici clinicamente incapaci di evocare una sinto-
matologia.

In questi casi, il tumore (o più frequentemente le sue metasta-
si) viene riconosciuto come incidentaloma nel corso di accerta-
menti radiologici richiesti per scopi diversi.

Nell’altro 20% i NET sono sintomatici, con risvolti clinici del
tutto eterogenei e sindromi complesse4 (Tabelle 1, 2).
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Tabella 1 - Sintomi e segni di più frequente osservazione nei NET digestivi

– Gastrite, gastro-duodenite, patologia ulcerosa peptica recidiva e resistente
alla terapia farmacologia convenzionale (gastrinoma sporadico, sindrome
di Zollinger Ellison, gastrinoma in ambito MEN1, altri tumori secernenti
gastrina)

– Diarrea cronica refrattaria (carcinoide intestinale, carcinoide bronchiale,
carcinoma midollare della tiroide, VIPoma, gastrinoma, glucagonoma, so-
matostatinoma, altri tumori secernenti peptici diarrogeni)

– Flushing (carcinoide intestinale, carcinoide gastrico, alcuni carcinomi neu-
roendocrini indifferenziati, alcuni VIPomi)

– Eritema necrolitico migrante o altre insolite manifestazioni cutanee (glu-
cagonoma)

– Iperglicemia (glucagonoma, tumori secernenti glucagone)

– Ipoglicemia (insulinoma, tumori secernenti insulina)

Tabella 2 - Ipergastrinemia, diarrea cronica refrattaria, stati ipoglicemici: dia-
gnosi differenziale

Ipergastrinemia

Gastrinoma ++++ (>1000 pg/ml)
Gastrite atrofica ++++
Iperplasia G antrale ++++ (>150 pg ml)
Anemia perniciosa ++++
Malattia peptica ulcerativa +++
Cancro gastrico +++
Iatrogena (post-vagotomica, resezione +++

massiva piccolo intestino)
Artrite reumatoide ++
Diabete mellito +
Insufficienza renale cronica +
Feocromocitoma +

Diarrea cronica refrattaria

Insufficienza pancreatica
Epatopatia cronica
Sclerosi sistemica
Diabete mellito
Colon irritabile
Infezioni intestinali (batteriche, virali, parassitarie)
Morbo di Crohn
Morbo celiaco
Iatrogena (resezioni intestinali, enteriti post-attiniche, lassativi, biguanidi,

citostatici)
AIDS

Stati ipoglicemici

Pancreatiti acute e croniche
Neoplasie extra-pancreatiche (sarcoma retroperitoneale) 
Malattie emoproliferative
Alterata risposta insulare (ipertono vagale, tachialimentazione, diabete latente)
Ipoglicemia iatrogena (eccessiva somministrazione di insulina o di

ipoglicemizzanti orali)
Disordini immunitari
Assenza congenita di glucagone (malattia di Mc Quarrie)
Ipopituitarismo (difetto di ormone somatotropo)
Insufficienza surrenalica
Insufficienza epatica
Sostanze tossiche (alcol, funghi)
Denutrizione, malassorbimento
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Sono state osservate anche forme di artrite reumatoide, acro-
megalia, sindrome di Cushing, cefalea, iperpiressia. Poiché un
singolo clone cellulare può essere chiamato a produrre e secerne-
re più peptidi, anche in momenti diversi della propria evoluzione
naturale, ne viene che i sintomi descritti possono associarsi in mo-
do sindromico.

Per le forme extra-digestive, nel caso di uno stato ipertensivo
arterioso soprattutto nel paziente giovane, è indispensabile esclu-
dere la presenza di un feocromocitoma, anche extra-surrenalico
(clinica, imaging, cataboliti urinari delle catecolamine), talvolta
associato a sindrome familiare.

Lo studio del carcinoide polmonare, del carcinoma midollare
della tiroide e del tumore a cellule di Merkel rientra nella norma-
le sorveglianza in ambito rispettivamente pneumologico,endocri-
nologico e dermatologico. Dispnea, emottisi, imaging caratteristi-
co associati talora a sindrome da carcinoide devono orientare ver-
so la diagnosi di carcinoide polmonare. Una lesione tiroidea o cu-
tanea sospetta possono orientare lo specialista ad una diagnosi an-
che in senso neuroendocrino.

Al di fuori della sporadicità della malattia neuroendocrina, il
paziente dovrà essere valutato anche in ambito familiare (multiple
endocrine neoplasia = MEN), escludendo nella parentela più vi-
cina una possibile sindrome familiare.

Diagnosi per immagini e di laboratorio

Laboratorio

La diagnosi di laboratorio è utile nel tumore funzionante. Essa
prevede la ricerca nel plasma di peptidi prodotti dalla neoplasia
e/o di altri marcatori specifici di malattia.

I costi di gestione in questo settore della diagnostica, di solito
medio-alti, hanno reso indispensabili scelte mirate da un lato al ri-
sparmio, dall’altro alla ricerca di kit sempre più specifici e sensi-
bili.

Nella nostra esperienza, la ricerca di peptidi neoplastici oggi
cade esclusivamente sulla gastrina plasmatica e sull’acido 5-
idrossindolacetico urinario (5-HIAA). Si tratta di marcatori speci-
fici di malattia, a basso costo, la cui titolazione non presenta pro-
blemi di ulteriore validazione. In particolare, la gastrina si pre-
senta elevata nel plasma non solo nelle forme di gastrinoma spo-
radico, ma anche in alcune forme familiari (MEN1) e in numero-
si altri tumori a secrezione mista; il 5-HIAA, catabolita urinario
della serotonina, si può osservare a livelli molto elevati nelle uri-
ne dei pazienti affetti da sindrome da carcinoide5.

Fra i marcatori non peptidici, la scelta cade sulla enolasi neu-
rono-specifica (NSE) e sulla cromogranina A; il primo, espresso
dalla maggior parte delle cellule a differenziazione neuroendocri-
na nelle isoforme dell’enzima fosfopiruvato idratasi, presenta una
sensibilità variabile fra il 40-70%, il secondo fra il 70-90% dei ca-
si6,7. La cromogranina A (49 Kda), che insieme alla B e C appar-
tiene alla famiglia delle granine, è costitutita da 439 aminoacidi
ed il gene che codifica la proteina è localizzato sul cromosoma 14.

Nella nostra esperienza, la ricerca della cromogranina A è ri-
sultata particolarmente sensibile nelle forme già metastatiche al-
l’esordio clinico (fegato e polmoni) rispetto alle forme primitive
localizzate con grading ben differenziato e con basso grado di
malignità; nelle forme con alto grado di malignità e in quelle in-
differenziate sono state osservate concentrazioni estremamente

elevate del marcatore, suggerendo l’opinione che il diametro tu-
morale, il grading avanzato e l’alto indice di proliferazione siano
in grado di stimolare l’espressione della proteina. In particolare,
in tutti i casi avanzati trattati, si è osservata una consistente cadu-
ta dei livelli plasmatici della cromogranina A rispetto ai valori ba-
sali, a dimostrazione che l’espressione della proteina è fortemen-
te condizionata oltre che dallo stadio della malattia anche dalla ri-
sposta terapeutica.

È possibile affermare che alti livelli plasmatici di cromograni-
na A possono prestarsi bene come indicatori di prognosi infausta.
Il marcatore presenta caratteristiche adatte sia per il monitoraggio
del paziente in corso di trattamento, sia durante il follow up, di-
mostrando una concordanza fra la variazione dei livelli plasmati-
ci di cromogranina A e l’evoluzione clinica della malattia.

Radiologia

I concetti di costo-beneficio valgono pure per l’imaging radio-
logico. Le metodiche radiologiche possono essere suddivise in
differenti livelli in rapporto alla specificità, sensibilità, disponibi-
lità e costo.

Al 1° livello si colloca l’ecografia, di basso costo e non inva-
siva, con sensibilità (per l’addominale) tra il 20 ed il 70% e spe-
cificità superiore al 90% dei casi; l’esame radiologico standard
del torace e tutta la diagnostica digestiva con contrasto completa-
no la batteria degli esami di 1° livello.

Esame di 2° livello è la TC spirale, con sensibilità superiore al-
la ecografia (85%) per lo studio addominale, ma con costi meno
contenuti8-10.

A un livello superiore si colloca la RM, con sensibilità per la
parte addominale mediamente sovrapponibile alla TC, a fronte
però di costi maggiori11, 12.

L’angiografia diagnostica (per lo studio addominale) è un esa-
me sensibile (15-90%) ma con complicanze medio-alte (0,6-2%)
e costi poco contenuti. Per tali motivi, si consiglia di riservare l’u-
so di questa metodica ai casi con imaging negativo ma con forte
sospetto clinico per NET. Lo stesso concetto vale per l’ecografia
endoscopica (EUS) con sensibilità molto elevata (57-100%), as-
senza di complicanze ma costi medio-alti, da riservare ai casi ra-
diologicamente negativi per lo studio pancreatico13.

Medicina nucleare

L’avvento di Octreoscan, che utilizza un analogo della soma-
tostatina marcato con 111In-pentetreotide, ha rivoluzionato l’ap-
proccio alla diagnosi di questi tumori. La metodica è in grado in-
fatti di magnificare recettori per la somatostatina presenti sulla su-
perficie cellulare di questi tumori, permettendo di individuare an-
che piccoli agglomerati neoplastici la cui definizione spesso ri-
sulta difficile con le convenzionali metodiche di imaging. La me-
todica permette anche una valutazione prognostica in rapporto al-
la densità recettoriale in vivo, consentendo inoltre di adottare in
terapia gli analoghi della somatostatina14. Infine Octreoscan, gra-
zie alla sua particolare sensibilità (58-100%), è in grado di modi-
ficare l’approccio terapeutico nel 21-47% dei casi15-18.

Una alternativa ad Octreoscan nella diagnostica medico-nu-
cleare è rappresentata da MIBG (metaiodobenzilguanidina) mar-
cato, che ha mostrato di essere un indicatore specifico e sensibile
per numerosi NET19. Infine, l’uso della PET (Positron Emission
Tomography) può essere riservato nel monitoraggio della terapia20.
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Anatomia patologica 

L’anatomo-patologo riveste un ruolo strategico nello studio di
questi tumori. Allo studio morfologico negli ultimi anni si è af-
fiancato quello immuno-isto-chimico, in grado di dare informa-
zioni anche in termini prognostici, dosando l’espressione di alcu-
ne proteine (NSE, cromogranina A, sinaptofisina, cheratine), al-
cune delle quali legate all’angioinvasività e alla proliferazione
cellulare (ki67)21.

La raccolta con ago-aspirato per lo studio citologico (in parti-
colare nel paziente metastatico) permette di studiare la malattia al-
lo scopo di garantire un più corretto approccio terapeutico.

Endoscopia

Le metodiche endoscopiche rivestono un ruolo occasionale
nella fase diagnostica, mentre ricoprono una parte importante nel-
la veste interventistica, rivelandosi terapeutiche nei casi di NET
(primitivi o recidivi) di piccole dimensioni e con basso grado di
malignità (ECL del fondo gastrico, gastrinoma gastro-duodenale,
carcinoide trabecolare del retto)22.

Genetica

Gli studi genetici sono indispensabili nelle forme familiari
(MEN).

L’analisi genetica per l’identificazione della mutazione MEN1
risulta estremamente utile permettendo di individuare i soggetti
potenzialmente malati. L’identificazione di portatori (asintomati-
ci) di malattia può invece facilitare la diagnosi precoce e il tratta-
mento della malattia, aiutando a ridurre sia la morbilità che la
mortalità.

Va osservato che non sempre l’analisi mutazionale porta all’i-
dentificazione della mutazione in famiglie MEN1, per la presen-
za di sequenze regolatrici inattivate. Per questo motivo, l’accerta-
mento clinico rimane ad oggi un prerequisito per l’indagine mo-
lecolare.

Quando non sia possibile l’esecuzione di un’analisi mutaziona-
le, gli individui a rischio (parenti di 1° grado) dovrebbero essere
sottoposti ad un’esauriente valutazione biochimica per accertare la
presenza di una MEN1 ogni 3 anni dopo il quinto anno di vita23.

Terapia chirurgica

La terapia chirurgica riveste un ruolo importante nel tratta-
mento dei NET, sia quando abbia finalità curative con l’asporta-
zione di una lesione primitiva non metastatica, sia quando inter-
preti il ruolo della palliazione nella malattia avanzata.

Criteri generali indispensabili per un corretto approccio chirur-
gico alla malattia sono la ricerca radiologica del tumore primiti-
vo, lo studio delle eventuali localizzazioni metastatiche, la ricer-
ca immuno-(cito)isto-chimica preoperatoria, quando possibile.

Malattia metastatica

Quando il tumore primitivo non presenta metastasi, l’asporta-
zione radicale della lesione si configura come trattamento curati-
vo. L’esplorazione chirurgica, anche con l’ausilio di US intraope-
ratoria per i NET digestivi, ha il compito di localizzare con preci-

sione la sede della lesione e di escludere altre lesioni secondarie24.
Quando invece il tumore primitivo sia resecabile, ma coesista-

no lesioni metastatiche sincrone (di solito epatiche nei NET dige-
stivi), si rende necessario pianificare il tipo di trattamento in rela-
zione al numero, dimensioni e sede delle localizzazioni seconda-
rie25. Nel caso di lesioni multifocali epatiche, la chemioemboliz-
zazione costituisce il trattamento di scelta26,27; se invece le meta-
stasi sono confinate ad uno dei due lobi epatici può essere presa
in considerazione l’asportazione di uno o più segmenti di fegato,
previa valutazione del rischio anestesiologico. 

Gli interventi di citoriduzione (debulking) proposti da alcuni
Autori28-30 possono trovare un loro impiego nella neoplasia fun-
zionante allo scopo di ridurre la quantità di tessuto secernente e
quindi di controllare i sintomi della malattia, garantendo al pa-
ziente una migliore qualità di vita ma non una maggiore soprav-
vivenza. Una citoriduzione palliativa efficace implica però la ri-
mozione di almeno il 90% del tessuto neoplastico, aumentando in
modo sostanziale il rischio di morbilità postoperatoria .

Quando invece è il tumore primitivo a non poter essere rimos-
so con criterio di radicalità, il trattamento chirurgico sarà unica-
mente rivolto alla correzione di un alterato transito intestinale e
biliare adottando provvedimenti che potranno essere chirurgici
(derivazione bilio-digestiva, gastroenterostomia, by-pass intesti-
nale, ileo-colostomia), endoscopici (protesi biliari) o locali (deri-
vazione biliare esterna).

Tumori endocrini del pancreas 

Per i tumori endocrini pancreatici a sede unica localizzati alla
testa, l’indicazione chirurgica è per la duodenocefalopancreasec-
tomia (DCP) secondo la tecnica di Whipple o di Longmire-Tra-
verso; fanno eccezione i tumori di piccole dimensioni, che posso-
no essere enucleati con la conservazione della maggior parte di
tessuto pancreatico sano31.

Nel caso di un tumore a carico del corpo o della coda pancrea-
tica, il trattamento prevede rispettivamente la pancreasectomia
sub-totale e la pancreasectomia distale. Nel caso di localizzazioni
multifocali si rende invece indispensabile la pancreasectomia to-
tale32. 

Un caso particolare riguarda i tumori insulari nell’ambito di
una malattia familiare (MEN 1) che di solito, per il frequente bas-
so grado di malignità e l’asintomaticità della malattia, vengono
trattati in modo conservativo. Fanno eccezione le neoplasie se-
cernenti (in particolare il gastrinoma e l’insulinoma), il cui ap-
proccio chirurgico aggressivo, anche nella malattia metastatica, si
rivela determinante allo scopo di aumentare la sopravvivenza del
paziente33.

Carcinoide gastrico

Tumori ben differenziati

La maggior parte (oltre il 90% dei casi) dei tumori endocrini
della stomaco riportati in letteratura è costituito da tumori ben dif-
ferenziati. Tra di essi una quota assolutamente minoritaria, di cir-
ca l’1%, è costituita da tumori della regione antrale, composti da
cellule che producono gastrina. In tutti gli altri casi si tratta di tu-
mori ECL (enterochromaffin-like).

I tumori a cellule ECL associati ad ipergastrinemia sono con-
siderati benigni. Il loro trattamento può essere endoscopico se di
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diametro <1 cm; quando invece le lesioni siano multiple e/o di
diametro >1 cm, va posta l’indicazione all’antrectomia.

I tumori a cellule ECL associati a normogastrinemia sono in-
vece considerati relativamente aggressivi, con metastasi linfono-
dali nel 55% dei casi ed epatiche nel 24%; per tale motivo, in que-
sti casi, il trattamento deve essere il più possibile aggressivo.

Altri tumori (ipergastrinemici) si associano a sindrome di Zol-
linger-Ellison. Si tratta di tumori multicentrici di piccole dimen-
sioni, associati a lesioni displastiche localizzate sul fondo gastri-
co in assenza di atrofia della mucosa oxintica. Il trattamento con-
siste nella rimozione endoscopica e nella attenta sorveglianza pe-
riodica per il controllo di eventuali lesioni precancerose34,35 .

Tumori scarsamente differenziati

Questi tumori costituiscono una frazione esigua di tutti i tumo-
ri neuroendocrini dello stomaco (6%). Si tratta di grossi tumori ul-
cerati, infiltranti e metastatici al momento della diagnosi. Di soli-
to negativi alla cromogranina A, risultano positivi a NSE. Posso-
no insorgere in associazione a qualsiasi altra patologia gastrica o
sistemica in pazienti nella settima decade di vita, senza preferen-
za di sesso, e portano a morte il paziente a distanza di pochi mesi. 

Si tratta di tumori altamente maligni che richiedono un ap-
proccio terapeutico aggressivo, sia chirurgico (quando possibile)
che farmacologico.

Carcinoide intestinale

In considerazione della possibile multicentricità della lesione,
è indispensabile l’esplorazione accurata di tutto l’addome allo

scopo di escludere eventuali localizzazioni metastatiche linfono-
dali o a carico del fegato36. Il razionale chirurgico prevede l’a-
sportazione del tumore primitivo, quando possibile, insieme ai
linfonodi regionali37,38. Vale la regola, quasi obbligatoria, che le-
sioni di diametro maggiore di 2 cm presentino un trend metasta-
tico più consistente, richiedendo quindi una maggiore aggressi-
vità chirurgica22. La rimozione chirurgica di lesioni epatiche se-
condarie, possibile solo nel 10-25% dei casi39, dovrà essere consi-
derata in rapporto al numero, alle dimensioni, alla sede delle le-
sioni e al rischio anestesiologico.

In casi poco frequenti, il carcinoide del tenue può manifestarsi
con una massiva enterorragia o con quadri di tipo infartuale.

Nei casi di carcinoide non funzionante, la neoplasia può mani-
festarsi con un quadro di tipo occlusivo dovuto alla crescita en-
doluminale del tumore40,41. In questi casi, il trattamento chirurgico
dovrà essere obbligatoriamente urgente (fig. 1). 

Feocromocitoma

Il trattamento di scelta per il feocromocitoma primitivo è an-
cora la chirurgia.

Il tumore sporadico (incidentaloma) è di pertinenza del chirur-
go quando la lesione sia di diametro >3 cm o nei casi di crescita
rapida con produzione ormonale33. La surrenectomia controlla l’i-
pertensione arteriosa nell’80% dei pazienti con tumore benigno
(90% di tutti i feocromocitomi). La sopravvivenza è del 95% per
il feocromocitoma benigno e del 45% per quello maligno42.

Nel feocromocitoma come forma familiare (MEN 2), la bilate-
ralità è estremamente frequente (50%), di solito come manifesta-
zione tardiva della sindrome (40%). Per tale motivo, di fronte al-
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la monolateralità della manifestazione, dovrà comunque essere
presa in considerazione la possibilità di una surrenectomia bilate-
rale d’amblè allo scopo di prevenire recidive a distanza.

Feocromocitomi extra-midollari, più aggressivi, sono presenti
nel 10% dei casi (2% intratoracici). Il trattamento è chirurgico
(fig. 2).

Tumore a cellule di Merkel

Il ruolo della chirurgia per il tumore cutaneo a cellule di
Merkel è diverso a seconda dello stadio della malattia.

Nel 1° stadio, l’escissione del tumore associata alla radiotera-
pia (40-60 Gy) garantisce sopravvivenze a 5 anni nel 50% dei ca-
si, inferiori nel 2° stadio dove sono già presenti metastasi linfo-
nodali43,44. 

Le recidive (cutanea 23-60%; linfonodale 40-73%) sono di
competenza chirurgica con l’integrazione della radioterapia a
regimi più sostenuti; in altri casi, ma aneddotici, sono state ri-
portate remissioni occasionali con intervalli liberi relativamente
lunghi, con l’uso di infiltrazione locale di interferone α-2b o di
tumor necrosis factor (TNF) o con ipertermia associata a basse
dosi di radioterapia o associata a TNF-α, IFN γ e melphalan
(fig. 3).
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Carcinoide polmonare

Carcinoide tipico e atipico

Tumore a basso grado di malignità, raro (1-2% di tutti i tumo-
ri polmonari), distinto in tipico e atipico45,46. Rara la sindrome da
carcinoide (2-7%); talvolta presente una sindrome di Cushing,
con produzione di ACTH o di un releasing della corticotropi-
na47,48.

I carcinoidi tipici sono tumori benigni, di dimensioni inferiori
a 3 cm, con un coinvolgimento linfonodale nel 5-15% dei casi. La
sopravvivenza a 5 anni è stimata attorno al 90-98% dei casi. 

I carcinoidi atipici presentano invece un decorso clinico più
aggressivo, con dimensioni generalmente superiori ai 3 cm di dia-
metro e riscontro di coinvolgimento linfonodale nel 40-48% dei
casi. Le metastasi a distanza sono presenti nel 20% dei casi. La
sopravvivenza a 5 anni è pari al 60%49. La chirurgia rappresenta il
trattamento di elezione, ed è conservativa nella maggior parte dei
casi per la tendenza del carcinoide a non infiltrare i tessuti circo-
stanti. Raramente è indicata la pneumonectomia, riservata a lesio-
ni centrali di grosse dimensioni. La dissezione linfonodale è d’ob-
bligo soprattutto per i carcinoidi atipici.

La resezione per via endoscopica, essendo frequentemente as-
sociata a rischio di emorragia, è riservata a pazienti ad alto rischio
con ostruzione bronchiale sintomatica50,51.

Carcinoma neuroendocrino a grandi cellule

Tumore scarsamente differenziato, ad alto grado di malignità,
con prognosi peggiore rispetto al carcinoide tipico e atipico. La
terapia d’elezione è chirurgica. Scarsa la chemioresponsività52,53.

La nostra casistica (15 casi osservati negli ultimi 12 anni) con-
sente di confermare una maggiore aggressività per le forme meno
differenziate, che possono presentare quadri di malattia avanzata
già all’esordio, riducendo drasticamente la percentuale di opera-
bilità (53% dei casi nella nostra serie) costringendo all’adozione
di provvedimenti di tipo farmacologico.

Chirurgia radioguidata

La metodica utilizza una gamma-camera, una sonda manuale
e uno specifico radionuclide come tracciante (111In-pentetreotide).
Tale metodica implica esperienza e una forte collaborazione fra
chirurgo e medico-nucleare.

L’indicazione principale è nella ricerca di una primitività oc-
culta nella malattia metastatica. 

La lenta clearance del tracciante radioattivo, che può perma-
nere per lungo tempo in circolo (soprattutto nel fegato, milza e re-
ni), può influenzare l’identificazione di lesioni molto piccole o
con scarsa densità recettoriale. Il costo e la gestione del materiale
limita l’indagine a pochi casi selezionati. 

Manca ancora il riscontro di dati definitivi sulla qualità di vita
e soprattutto sulla sopravvivenza dei pazienti trattati con questa
metodica54. 

Terapia farmacologica

Il trattamento medico dei NET va considerato nella malattia
metastatica. I farmaci utilizzati sono i chemioterapici, gli analoghi
della somatostatina e gli interferoni. 

Fra i chemioterapici, i più sensibili si sono dimostrati la strep-
tozotocina (STZ), la doxorubicina (DOXO), il 5-fluorouracile (5-
FU), la dacarbazina (DTIC) ed il metotrexate (MTX), meglio se
in associazione.

Per i tumori digestivi si è osservato un comportamento diver-
so fra carcinoide e tumori endocrini del pancreas quando trattati
con chemioterapici. Infatti, il carcinoide presenta risposte percen-
tualmente molto basse (8-40%) con scarso intervallo libero. Di-
versamente, il trattamento con chemioterapici nei tumori pan-
creatici fa osservare risposte migliori (40-60%) con intervalli più
lunghi (6-24 mesi)22.

Per i tumori indifferenziati, l’associazione di etoposide (VP16)
e cisplatino (DDP) ha mostrato risposte particolarmente elevate
(67% dei casi), con durata di risposta fino a 9 mesi55-58.

Negli ultimi 12 anni, presso il nostro Dipartimento, sono stati
osservati 134 pazienti affetti da tumore neuroendocrino digestivo.
Il trattamento chirurgico è stato praticato nel 65,6% dei casi, e la
chemioterapia nel 19,4% dei casi. Le associazioni chemioterapi-
che STZ+DOXO nei tumori ben differenziati e VP16+DDP in
quelli indifferenziati hanno mostrato complessivamente buone ri-
sposte. Il trattamento con analoghi della somatostatina è stato pra-
ticato nel 35,8% dei casi a dosaggio variabile, con un controllo dei
sintomi in circa l’80% dei casi. Occasionalmente è stata osserva-
ta una risposta obiettiva, in particolare nei tumori con basso indi-
ce di proliferazione (ki67) e con un’alta densità in vivo per i re-
cettori della somatostatina. Fra i pazienti affetti da carcinoide me-
tastatico, il 5,9% è stato trattato con interferone α (IFN α), spes-
so in associazione con gli analoghi della somatostatina, con una
risposta obiettiva media pari al 12% e controllo dei sintomi nel
77% dei casi. Dalle nostre osservazioni si può affermare che il
trattamento chirurgico è da considerare come scelta prioritaria e
curativa quando il tumore primitivo non sia metastatico; nei casi
avanzati, la chirurgia citoriduttiva può essere presa in considera-
zione, purché seguita da altre terapie adiuvanti. La chemioterapia
è utile soprattutto nei tumori scarsamente differenziati, particolar-
mente in quelli pancreatici. Al contrario, gli analoghi della soma-
tostatina in associazione con IFN α hanno mostrato buone rispo-
ste obiettive nel trattamento del carcinoide metastatico. Infine,
l’osservazione di una buona risposta obiettiva (spesso in corso di
trattamento con analoghi della somatostatina) può essere messa in
relazione ad uno stadio non avanzato della malattia o al basso gra-
do di malignità del tumore59.

Nel carcinoide polmonare la chemioterapia viene utilizzata
con finalità palliative nel trattamento della malattia metastatica. I
farmaci singolarmente considerati attivi sono 5-FU, DDP, DTIC,
DOXO, VP16, STZ. La loro singola attività terapeutica non è su-
periore al 10-20%, ed anche in associazione le risposte non com-
portano lunghi intervalli liberi da malattia60.

Per il feocromocitoma i chemioterapici più sensibili sono, fra
gli altri, ciclofosfamide (CTX), vincristina e DTIC, con risposte
parziali o complete nel 57% dei casi e durata media di 21 mesi61.
Nel tumore a cellule di Merkel in fase avanzata le molecole più
sensibili si sono dimostrate DDP, VP16, DOXO, con risposte ini-
ziali sorprendenti (61%), ma con durata molto breve (3-12 mesi)62.

In un caso di tumore a cellule di Merkel riportato in letteratu-
ra, gli analoghi della somatostatina hanno mostrato una risposta
completa63. 

Allo stato attuale delle conoscenze, la corretta strategia tera-
peutica del tumore a cellule di Merkel consiste nella radicale, ag-
gressiva e precoce asportazione della neoplasia al suo stadio ini-
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ziale, allo scopo di ridurre la percentuale di recidive a distanza e
di migliorare la sopravvivenza. Ciò è affidato principalmente alla
chirurgia e alla radioterapia sequenziale, come pure confermato
dalle nostre osservazioni. Il trattamento della malattia avanzata è
invece affidato ai chemioterapici con i limiti di una eccessiva tos-
sicità, di brevi periodi di remissione e di uno scarso impatto sulla
sopravvivenza (Tabella 3).

Tenuto presente che la recidiva locale tende a comparire entro
l’anno dall’asportazione del tumore primitivo, che le metastasi
linfonodali compaiono in quasi la metà dei pazienti e che quelle a
distanza si manifestano in oltre un terzo dei pazienti, diventa in-
dispensabile adottare un trattamento in grado di bilanciare la ri-
chiesta di remissioni più lunghe con una migliore qualità di vita.
In questo ambito, abbiamo osservato che il trattamento con ana-
loghi della somatostatina ha garantito risposte interessanti in as-
senza di pesanti effetti collaterali, suggerendo una stretta relazio-
ne biologica fra il tumore e la somatostatina. L’attento studio dei
fattori prognostici della malattia può aiutare a scegliere il tratta-
mento più adatto allo scopo di garantire una efficace risposta te-
rapeutica64.

Gli analoghi della somatostatina (octreotide, lanreotide) hanno
il loro razionale d’impiego nel controllo dei sintomi nella malat-
tia funzionante65. In particolare, è stato osservato che l’octreotide

è in grado di ridurre la secrezione dei mediatori neoplastici e di
inibire la loro azione sui bersagli tissutali.

Così, con dosi variabili di octreotide (100-1500 μg/die) nel ga-
strinoma è stata osservata una risposta ai sintomi nel 90% dei ca-
si con un controllo completo della gastrinemia; nel VIPoma, in-
vece, si è osservata una risposta alla diarrea nel 56% dei casi con
una riduzione della VIPemia pari al 60%. Nel carcinoide maligno
intestinale, infine, il controllo dei sintomi è presente nel 60-88%
dei casi con una riduzione >50% dei livelli urinari di 5-HIAA in
oltre il 70% dei casi22. Contrastanti invece le risposte ai sintomi
nell’insulinoma e nel glucagonoma. 

Numerose osservazioni confermano inoltre che gli analoghi
della somatostatina sono in grado di comportarsi come antiproli-
ferativi66, in particolare quando utilizzati a dosaggio elevato67 (Ta-
bella 4).

In assenza di un consenso definitivo capace di legittimare l’u-
so degli analoghi della somatostatina nella malattia metastatica,
possono essere individuati alcuni indicatori prognostici, dove la
dimostrazione in vivo di recettori specifici potrebbe suggerirne
l’impiego oltre ad avere, insieme alla differenziazione cellulare,
un preciso significato prognostico con esiti il più delle volte fa-
vorevoli nei casi di neoplasia con alta densità recettoriale e buon
grado di differenziazione (Tabella 5).

Gli interferoni e in particolare l’IFN α (2a, 2b), sono utilizza-
ti in associazione agli analoghi nel trattamento del carcinoide
avanzato, con risposte obiettive medie del 12,16% (0-39%) e ri-
sposte biochimiche medie del 41,45% (7-67%)22. L’IFN α si
comporta come immunomodulante in sinergia con gli analoghi
associati .

Chemioembolizzazione

Si tratta di una metodica che appartiene alla radiologia inter-
ventistica, adatta nei casi di malattia avanzata limitata al fegato.
E’ uno strumento efficace per il controllo dei sintomi con percen-
tuali di risposta elevate in numerosi studi (80-100%); il controllo
della malattia presenta una durata della risposta da 11 a 25 me-
si26,27. Fra le molecole più sensibili la DOXO.

Radiofrequenza

Utile nelle forme metastatiche pauci-nodulari limitate al pa-
renchima epatico. Con l’uso di sonde dedicate (cooled-tip o mul-
ti-hook design) è possibile trattare lesioni di diametro anche su-
periore ai 3 cm. La metodica può essere integrata con altre forme
terapeutiche nella malattia avanzata27.
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Tabella 3 - Risposta alla chemioterapia nel tumore di Merkel metastatico

Chemioterapicoa Pazienti Risposta Risposta
completa (%) parziale (%)

D/CF/V
D/CF/E 26 38 31
D/CF±V±DTIC
D/CF±V±P

Associazioni col platino
(E,B,M,CB, 9 44 11
D,5-FU,C)

Associazioni differenti
(STZ,5-FU,P,V,D, 11 27 18
L-PAM,CF,L,DTIC,M,
CCNU,ACT-D)

Totale 46 36 20

aACT-D, actinomicina-D; B, bleomicina; C, cisplatino; CB, carboplatino;
CCNU, lomustina; CF, ciclofosfamide; D, doxorubicina; DTIC, dacarbazina;
E, etoposide; 5-FU, 5-fluorouracile; L, leucovorin; L-PAM, melphalan; M,
methotrexate; P, prednisone; STZ, streptozotocina, V, vincristina

Tabella 4 - Analoghi della somatostatina: risposta obiettiva

Octreotide Lanreotide Lanreotide 10 Lanreotide 30 RC-160
Dose 50-6000 μg/die 2250-15000 μg/die 10 mg x 3 / mese 30 mg x 2 / mese 1,5 mg (infusione continua)

PR a 0-31% 14,1% - 7,7% -

SD b 40-63% 47% 90% 50% 68%

PD c 24-54% 52,4% - 24,3% 24%

Pazienti 416 62 10 334 35

a PR risposta parziale
b SD stabilizzazione della malattia
c PD progressione della malattia
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Terapia radiometabolica

Il trattamento radiometabolico dei NET in fase avanzata pre-
vede l’uso di sorgenti radioattive introdotte nell’organismo per
via parenterale, orale o loco-regionale. 131I MIBG viene impiega-
ta come linea avanzata nel trattamento del neuroblastoma, del
feocromocitoma, del paraganglioma, del carcinoma midollare
della tiroide e di alcuni NET digestivi. 

111In-DTPA-octreotide, DOTA-lanreotide e DOTA-tyr3-octreo-
tide sono gli analoghi radiomarcati in uso. La terapia radiometa-
bolica può essere associata ad altre metodiche terapeutiche68. 

Considerazioni conclusive

L’imaging radiologico è oggi in grado di portare il chirurgo
in sala operatoria con la certezza di incontrare il tumore neu-
roendocrino primitivo in oltre il 50% dei casi. Negli altri casi è
indispensabile valutare l’opportunità di un’esplorazione chirur-
gica in termini di cura piuttosto che di palliazione, con uno
sguardo attento alla qualità di vita del paziente. A questo propo-
sito, la medicina nucleare è oggi in grado di aiutare a sciogliere
il dilemma fra trattamento medico e chirurgico, orientando ver-
so scelte terapeutiche differenti. Lo studio immuno-(cito)isto-
chimico della neoplasia, anche preoperatorio, fornisce utili noti-
zie di carattere prognostico, aiutando nella scelta terapeutica più
adatta.

L’aspetto più importante per qualsiasi modalità di trattamento
è la valutazione della sua efficacia in termini di successo terapeu-
tico. 

Senza dubbio gli analoghi della somatostatina hanno modifi-
cato drasticamente la qualità di vita dei pazienti affetti da neopla-
sie endocrine e, in molti casi segnalati, i benefici si sono osserva-
ti anche in termini di sopravvivenza.

La streptozotocina resta il chemioterapico che ha dato le rispo-
ste più significative, soprattutto in associazione ad altri citostatici.

Il ruolo degli interferoni, specie l’alfa, necessita ancora di un
vaglio definitivo, anche se sono note le sue proprietà immuno-
modulanti e apoptosiche: l’associazione con gli analoghi della so-
matostatina e soprattutto con l’octreotide nel trattamento del car-
cinoide metastatico ha fatto osservare risultati molto interessanti,
migliori di quelli ottenuti coi chemioterapici.

Al termine, per quanto non definitivi, si possono sintetizzare
alcuni concetti.

– I tumori neuroendocrini sono neoplasie di riscontro oggi
sempre più frequente, la cui corretta interpretazione può tal-
volta risultare non immediata per la partecipazione di sinto-
mi e segni del tutto aspecifici (malattia peptica no-responder,
diarrea, flushing, flogosi bronchiale recidiva, ipertensione ar-
teriosa ingravescente, noduli cutanei o tiroidei di recente
comparsa ) o talora per l’assoluta mancanza degli stessi. La
loro diagnosi è strettamente legata al riconoscimento di una
specifica differenziazione immuno-isto-chimica della cellula
in senso neuroendocrino.

– La proliferazione cellulare è di solito modesta, consentendo
prognosi compatibili con lunghe sopravvivenze.

– L’ipersecrezione di peptidi da parte di uno specifico stipite
cellulare può essere di tipo misto, avere andamento disconti-
nuo e modificarsi nel corso della storia naturale della malattia.

– Alterazioni genetiche trasmissibili sono alla base dell’insor-
genza di neoplasie endocrine multiple con aspetto familiare.

– Eseguiti gli esami di laboratorio, la malattia deve essere sta-
diata utilizzando tutte le metodiche disponibili, allo scopo di
localizzare il tumore primitivo e le eventuali metastasi.

– Le forme non funzionanti sono diagnosticate in modo del tut-
to occasionale (sindrome occupante spazio, incidentaloma);
esse devono essere stadiate meticolosamente come le forme
attive. 

– Le forme non funzionanti hanno di solito una crescita lenta;
quelle funzionanti, anche quando diagnosticate precocemen-
te, sono gravate da una prognosi peggiore, della quale sono
il più delle volte responsabili i sintomi invalidanti della ma-
lattia. Indipendentemente dal grado di differenziazione, i
NET digestivi presentano una sopravvivenza a 5 anni che va-
ria dal 10 al 60%. Le forme familiari sono di solito caratte-
rizzate da bassi indici proliferativi con una sopravvivenza
media molto lunga, anche superiore ai 10 anni.

– I recettori per gli analoghi della somatostatina sono presenti
soprattutto nei tumori ben differenziati. La presenza di recet-
tori per EGF (epidermal growth factor), l’immunopositività
per il PCNA (proliferating cell nuclear antigen) e per l’indice
di proliferazione ki67 (>2%) si associerebbero ad un compor-
tamento più aggressivo da parte del tumore.

– Con la sola eccezione per i tumori indifferenziati, che sono
sempre soggetti ad una prognosi infausta, in tutti gli altri ca-
si non si potrà prescindere dallo studio di tutti i fattori pro-
gnostici conosciuti espressi dalla cellula neoplastica quali,
oltre al diametro della lesione, il grading, l’indice mitotico e
di proliferazione cellulare (ki67), lo stato recettoriale in vivo,
l’espressione di alcune sostanze (quali cromogranina A e
NSE) e per ultimo l’angioinvasività, indispensabili per orien-
tare in modo corretto la scelta terapeutica.

– Il trattamento dei NET deve essere, quando possibile, prima-
riamente chirurgico; la malattia in fase avanzata si giova in-
vece del trattamento farmacologico.

– Le metastasi epatiche non massive trovano indicazione al-
l’asportazione in casi selezionati (numero, sede e dimensio-
ni delle metastasi, attività biologica della malattia, rischio
anestesiologico); le metastasi massive possono essere su-
scettibili di citoriduzione allo scopo di contenere i sintomi
della malattia e per favorire il successo di una eventuale te-
rapia adiuvante. La chemioembolizzazione è consigliata,
dopo debulking chirurgico, per la bonifica delle metastasi
residue.
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Tabella 5 - Indicatori terapeutici per gli analoghi della somatostatina

Sintomi Recettori  Trattamento

+ ++ Buon controllo dei sintomi
+ - Scarso controllo dei sintomi
+ +/- Verifica terapeutica
- ++ Risposta obiettiva non prevedibile
- - Nessuna indicazione terapeutica

(tumore indifferenziato)
- +/- Risposta obiettiva non prevedibile

(tumore ben differenziato) Possibile presenza di altre classi
recettoriali
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– Il trattamento della recidiva epatica può essere chirurgico. La
chemioembolizzazione ha dato buoni risultati col vantaggio
di essere una metodica a basso rischio e ripetibile nel tempo.

– Le forme familiari (in particolare MEN 1) sono caratterizza-
te da lesioni molto piccole, multicentriche e non secernenti
nella maggior parte dei casi. Il frequente basso grado di ma-
lignità, l’asintomaticità e la lunga storia naturale della malat-
tia consigliano un approccio primariamente farmacologico al
problema, con l’utilizzo di molecole (in particolare inibitori
della pompa protonica, analoghi della somatostatina e cito-
chine) in grado di influenzare in modo favorevole il control-
lo della malattia. Fanno eccezione le neoplasie secernenti
(insulinoma e gastrinoma, presenti rispettivamente nel 20 e
50% dei casi), la cui asportazione anche nella malattia meta-
statica, si rivela determinante allo scopo di migliorare la qua-
lità di vita e la sopravvivenza del paziente.

– Per valutare correttamente l’efficacia del trattamento medico
è necessario prendere in considerazione tre diversi parame-
tri: il controllo dei sintomi, la risposta tumorale e quella bio-
chimica. La chemioterapia è più efficace nel trattamento dei
tumori meno differenziati, anche se l’impatto sulla sopravvi-
venza a lungo termine è ancora molto modesto con gli sche-
mi oggi in uso. Per i tumori ben differenziati, specie per il
carcinoide, l’alternativa può essere l’associazione di analo-
ghi della somatostatina con interferone α.

– L’efficacia degli interferoni è segnalata soprattutto nel tratta-
mento dei carcinoidi maligni e nella sindrome da carcinoide.
Rispetto alla chemioterapia, i risultati sono migliori sia in ter-
mini di risposta obiettiva che di qualità di vita. L’associazio-
ne di interferone α e analoghi della somatostatina sembra agi-
re sinergicamente. È probabile una facilitazione farmacologi-
ca dell’interferone nei confronti di octreotide e lanreotide.

– La chemioterapia potrebbe dunque essere riservata solo ai ca-
si di neoplasie metastatiche particolarmente aggressive, non
suscettibili di trattamento chirurgico curativo per la presenza
di localizzazioni multiple, anche a carico di segmenti ossei.
La chemioterapia deve essere preferita anche nei casi di tu-
more a sede primitiva occulta con grading indifferenziato.

– Il trattamento con analoghi della somatostatina appare giu-
stificato nel controllo dei sintomi e nei tumori secernenti già
trattati chirurgicamente dove residui attività ormonale. In
senso antiproliferativo, l’attività di queste molecole è corre-
lata all’espressione di alcuni sottotipi recettoriali per la so-
matostatina (SSTR2,3,5 ). Nonostante l’osservazione sperimen-
tale e clinica di risposte interessanti, gli analoghi della soma-
tostatina si comportano in modo imprevedibile e talora indi-
pendente dallo stato recettoriale, chiamando in causa la pre-
senza di altri sottotipi recettoriali non magnificati da Octreo-
scan, oppure un difetto di internalizzazione del messaggio
recettoriale. Nella nostra esperienza, nel 4% dei casi con den-
sità recettoriale assente si è osservata una risposta di stabiliz-
zazione della malattia per lungo tempo59.

– La terapia radiometabolica può essere impiegata nella malat-
tia avanzata come linea estrema, capace di portare a un con-
trollo ottimale dei sintomi anche per lungo tempo.

– In presenza di metastasi epatiche diffuse può essere preso in
considerazione il trapianto di fegato in casi selezionati (tu-
more primitivo resecabile, basso indice proliferativo). I dati
mostrano un miglioramento della sintomatologia e della so-
pravvivenza.

Per quanto questi concetti possano oggi consentire una gestio-
ne equilibrata della patologia neuroendocrina, è indispensabile
evitarne l’assolutizzazione. Infatti, i tumori neuroendocrini sono
ancora oggi motivo di revisioni che contribuiscono a mostrare una
nuova immagine della malattia svelandone aspetti stimolanti an-
cora da esplorare.
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Riassunto

Dopo 4 anni dall’attivazione del programma della Regione
Emilia-Romagna per la prevenzione del tumore del collo del-
l’utero, un programma “multicentrico partecipato” che coin-
volge 1.143.950 donne, è stato riproposto ai Centri di lettura
dello screening , da parte del Gruppo di Coordinamento Re-
gionale per il controllo di qualità in citologia, un questionario
conoscitivo. Dalla comparazione dei dati rilevati nel 1997 (an-
no di inizio del programma) con i dati 2001, emerge che: 1) il
numero dei centri di lettura si è contratto ed è passato da 21 a
16; 2) attualmente i lettori impegnati nella lettura del Pap test
sono 75 (80% laureati) con un carico di lavoro ipotetico stima-
to di 29 esami/die, in linea con i dati nazionali rilevati dal GI-
SCI; 3) tutti i Centri adottano come Controllo di Qualità
(CdQ) interno il confronto cito-istologico e la revisione dei pre-
parati precedenti a lesioni intraepiteliali squamose (SIL); ri-
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Summary

Four years after the inception of the Emilia-Romagna re-
gional programme for the prevention of cervical cancer (a
“participating multi-centre” programme involving 1,143,950
women) another cognitive questionnaire has been circulated
to the screening reading centres, by the Regional Coordina-
tion Group for quality control of cytology. In a comparison of
data from 1997 (the year in which the programme was set
up) with data from 2001, it has emerged that: 1) the number
of centres has fallen from 21 to 16; 2) there are currently 75
authorised Pap test readers (80% of whom are graduates)
with a hypothetical workload of 29 examination readings per
day, in line with the national statistics from GISCI; 3) all cen-
tres are adopting as internal quality control (QC), cito-histo-
logical comparisons and the revision of slides preceding
squamous intraepithelial lesions (SIL); but these are rather
dissimilar to other QC; 4) regarding external QSs, thanks to
the intervention of the Regional Coordination Group for cy-
tology quality control, all the centres partecipate in the read-
ing of standard sets, and take part in the ensuing discussion
on the results of these readings; the contextual presentation

aI dati presentati in questa pubblicazione sono tratti dai programmi di screening oncologici della Regione Emilia - Romagna (SCRER) ed in partico-
lare dal programma di screening per la diagnosi precoce dei tumori del collo dell’utero.
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Introduzione

Già negli anni ‘70 alcune realtà della Regione Emilia-Roma-
gna, come Bologna e provincia, hanno dato inizio ad una campa-
gna di prevenzione dei tumori del collo dell’utero che prevedeva
solo inizialmente la chiamata attiva delle donne, e che si affidava
poi ad una partecipazione spontanea. 

Nel 1986 l’Assessorato alla Sanità della Regione Emilia-Ro-
magna ha finanziato un progetto sperimentale che prevedeva
l’impiego dei soli archivi elettronici delle anagrafi comunali per
realizzare le chiamate di screening presso l’USL 23 di Imola ed il
controllo della copertura tramite record individuali relativi ai dati
di screening.

Nel 1996 lo stesso Assessorato alla Sanità ha promosso l’atti-
vazione di un programma di screening citologico su tutto il terri-
torio della Regione, sulla base di un modello multicentrico parte-
cipato, in grado di coinvolgere 1.143.950 donne fra i 25 ed i 64
anni.

Sulla base di questo programma le 13 Aziende Sanitarie della
Regione sono state lasciate libere di organizzare il programma di
screening rivolto alle donne residenti nel rispettivo territorio, e
contemporaneamente sono state coinvolte in iniziative che mira-
no ad un confronto attivo fra i centri per giungere alla condivisio-
ne dei criteri definiti nel modello.

I risultati regionali vengono inoltre confrontati con quelli di al-
tre realtà italiane rilevate dal GISCi (Gruppo Italiano Screening
del Cervicocarcinoma)1

.

Il programma regionale prevede un sistema di sorveglianza al
quale aderiscono tutti i Centri di Screening delle AUSL, che ha
permesso di raccogliere indicatori generali di processo e di forni-
re una valutazione di impatto sulla popolazione interessata me-
diante alcuni indicatori di esito. 

I dati regionali vengono inoltre messi a confronto con quelli ri-
levati dal GISCi nelle altre Regioni Italiane1,2.

E’ stato inoltre attivato un Gruppo Regionale di Coordinamen-
to e Controllo di Qualità che ha redatto, discusso e condiviso un
protocollo diagnostico/terapeutico per i tumori della cervice e so-
no stati costituiti dei sottogruppi operativi per mettere in atto ini-
ziative di garanzia e promozione della qualità nei vari settori del-
lo screening.

Materiali e metodi

Nel gennaio 1997 il Sottogruppo per il Controllo della Qualità
(CdQ) in Citologia ha sottoposto ai coordinatori dei programmi di

prevenzione dei tumori del collo dell’utero un questionario cono-
scitivo con la finalità di rilevare le forze in campo impegnate nel-
la lettura dei Pap test di screening ed i controlli di qualità adotta-
ti dai centri di lettura. 

A distanza di 4 anni lo stesso sottogruppo ha riproposto la
scheda di rilevazione già precedentemente adottata per valutare
eventuali variazioni. 

Nella scheda vengono richiesti :
1) per ogni Azienda il numero dei centri di lettura citologica;
2) per ogni centro di lettura:

– la qualifica ed il numero degli operatori coinvolti nella in-
terpretazione dei Pap test;

– l’impegno dedicato allo screening da ogni lettore in ter-
mini di orario e di percentuale di attività;

– i CdQ interni ed esterni adottati.
Non hanno risposto al questionario, nel 1997, due centri di let-

tura, mentre nel 2001 non ha risposto un centro di lettura.

Risultati

Confrontando i dati relativi ai centri di lettura (Tabella 1), si
nota che le Aziende Ospedaliere coinvolte nei programmi di
screening passano da un numero di 5 nel 1997 (Bologna, Mode-
na, Parma, Reggio Emilia, Ferrara) a 4 (Bologna, Modena, Par-
ma, Reggio Emilia), mentre il numero complessivo dei centri di
lettura passa dai 21 del 1997 ai 16 attuali.

Operatori coinvolti nella lettura del Pap test

Nei 16 centri individuati per la lettura dei test di screening so-
no attivi complessivamente 76 operatori così suddivisi: 18 anato-
mo-patologi, 41 biologi, 15 citotecnici e 2 medici anatomo-pato-
logi con rapporto libero professionale. Nella fig. 1 è rappresenta-
ta la suddivisione delle varie qualifiche professionali coinvolte.
Complessivamente il personale laureato rappresenta l’80%. Non
è possibile il confronto col 1997, perché allora l’indagine non ri-
guardava la sola lettura. L’impegno dedicato alla lettura dello
screening è comunque molto diverso fra le varie professionalità:
è scarso per i patologi e maggiore per i biologi ed i citotecnici. I
due anatomo-patologi con rapporto libero professionale sono im-
pegnati nello screening o come revisori con un impegno di lettu-
ra ridotto o come operatori dedicati esclusivamente alla lettura dei
Pap test a seconda delle necessità dei programmi in cui operano.

Complessivamente il 16% di tutto il personale considerato
svolge un’attività di lettura dedicata completamente allo scree-
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sulta piuttosto disomogenea l’applicazione di altri CdQ; 4) per
quanto riguarda i CdQ esterni, grazie all’intervento del Grup-
po di Coordinamento Regionale per il controllo di qualità in ci-
tologia, tutti i Centri partecipano alla lettura del set standard
ed alla successiva discussione assembleare dei dati da questa
scaturiti; la presentazione contestuale dei casi maggiormente
controversi permette non solo di valutare la concordanza dia-
gnostica dei centri, ma è anche un momento di approfondi-
mento diagnostico nonché di autovalutazione della perfor-
mance individuale. Eur. J. Oncol., 9 (1), 49-54, 2004

Parole chiave: screening, carcinoma della cervice, centri di let-
tura, CdQ, carico di lavoro

of the most controversial cases allows not only for the evalu-
ation of diagnostic agreement among centres, but also pro-
vides the occasion for in-depth diagnosis, and the self-evalu-
ation of individual performances. Eur. J. Oncol., 9 (1), 49-54,
2004

Key words: screening, cervical cancer, reading centres, CdQ,
workload
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ning (100% dell’impegno), il 51% un’attività prevalente per lo
screening (dal 50% al 90%), mentre il restante personale, cioè il
33%, esercita un’attività non prevalente per lo screening, com-
presa fra il 5% e il 40% (fig. 2).

Stima del carico di lavoro

Per realizzare lo screening in Emilia-Romagna è necessario
garantire alla popolazione bersaglio almeno un Pap test ogni tre

anni: il carico teorico annuale è quindi di 381.317 esami
(1.143.950:3). Considerando una compliance (o adesione com-
plessiva data dalle rispondenti all’invito e dalle presentazioni
spontanee) del 71% e la necessità di ripetere l’8% degli esami, so-
no effettivamente stimabili 292.394 test per anno. Da questo cari-
co di lavoro occorre sottrarre l’attività attribuibile al centro di let-
tura che non ha partecipato alla rilevazione dei dati: si possono
quindi considerare attendibili 282.394 Pap test per anno.

Nella Tabella 2 sono riportati i calcoli teorici di stima del nu-
mero di operatori che effettivamente svolgono attività di lettura di
screening: le percentuali di impegno riportate nel questionario so-
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Fig 1. Qualifica degli operatori coinvolti nella lettura dei Pap test di screening
nel 2001.

Fig 2. Suddivisione dei lettori del Pap test in relazione all’impegno dedicato
allo screening 

Tabella 1 - Centri di lettura nella Regiona Emilia-Romagna

Centri di lettura di screening - 1997 Centri di lettura di screening - 2001
(Tot. 21) (Tot. 16)

Anatomia Patologica, Osp. Bellaria AUSL Bologna Città Anatomia Patologica, Osp. Bellaria
Anatomia Patologica, Osp. Maggiore Anatomia Patologica, Osp. Maggiore
Istituto Addarii, Azienda Ospedaliera Bologna

Laboratorio Citodiagnostica Bo-Sud AUSL Bologna Sud Istituto Addarii, Azienda Ospedaliera Bologna
Istituto Addarii, Azienda Ospedaliera Bologna

Laboratorio Citodiagnostica Bo-Nord AUSL Bologna Nord Istituto Addarii, Azienda Ospedaliera Bologna
Istituto Addarii, Azienda Ospedaliera Bologna

Centro Privato AUSL Parma Anatomia Patologica, Azienda Ospedaliera Parma
Anatomia Patologica, Azienda Ospedaliera Parma

Centro di citologia, Azienda Ospedaliera Reggio Emilia AUSL Reggio Emilia Centro di Citologia, Azienda Ospedaliera Reggio Emilia

Ostetricia e Ginecologia, Azienda Ospedaliera Ferrara AUSL Ferrara Centro di Citodiagnostica, AUSL Ferrara
Citologia Portomaggiore
Citologia Cento

Servizo di Citopatologia, Osp. Mirandola e Finale Emilia AUSL Modena Servizio di Citopatologia, Osp. Mirandola e Finale Emilia
Anatomia Patologica, Azienda Ospedaliera Modena Anatomia Patologica, Azienda Ospedaliera Modena
Laboratorio analisi, Osp. Pavullo Labortorio analisi, Osp. Pavullo

Anatomia Patologia, Osp. Forlì AUSL Forlì Anatomia Patologica, Osp. Forlì

Anatomia Istologia Patologica, Osp. Imola AUSL Imola Anatomia Istologia Patologica, Osp. Imola

Anatomia e Istologia Patologica, Osp. Piacenza AUSL Piacenza Anatomia e Istologia Patologica, Osp. Piacenza

Anatomia Patologica, Osp. Ravenna AUSL Ravenna Anatomia Patologica, Osp. Ravenna
Anatomia Patologica, Osp. Faenza Anatomia Patologica, Osp. Faenza

Istologia e Anatomia Patologica, Osp. Cesena AUSL Cesena Istologia e Anatomia Patologica, Osp. Cesena

Anatomia Patologica e Citodiagnostica, Osp. Rimini AUSL Rimini Anatomia Patologica e Citodiagnostica, Osp. Rimini
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no state applicate a tutti i 76 operatori rilevati. Dai lettori con im-
pegno non prevalente sono stati sottratti 15 revisori (stima di uno
per centro) ed il numero dei lettori disponibili è stato calcolato
computando che per “impegno prevalente” si intende il 70% del
tempo individuale speso per la lettura dello screening, mentre per
quello non prevalente si intende del 30% di tale tempo. Risultano
in questo modo, in regione, 42 lettori teorici a tempo pieno, ognu-
no dei quali sopporta un carico di lavoro di 6.724 Pap test a fron-
te di un debito orario annuo medio di 1.380, in grado di leggere
4,8 esami l’ora, cioè poco più di 29 al giorno.

Controlli di Qualità

I CdQ rilevati col questionario sono quelli previsti nel proto-
collo della regione Emilia-Romagna per la citologia cervico-va-
ginale di screening, che sono compresi anche nelle linee guida eu-
ropee3. Nelle fig. 3 e 4 sono rappresentate le frequenze di appli-
cazione dei CdQ interno ed esterno rispettivamente (valori medi
che comprendono tutti i centri regionali).

I CdQ interni (fig. 3) prevedono:
– il monitoraggio statistico delle diagnosi citologiche con di-

stribuzione delle diagnosi per lettore; 
– la rilettura di una quota randomizzata di negativi o di cate-

gorie specifiche anche mediante metodi automatici; 
– l’introduzione di casi noti nella routine diagnostica;
– la lettura periodica di set standard rappresentativi di tutte le

principali categorie diagnostiche; 
– le correlazioni cito-isto-colposcopiche o almeno cito-istolo-

giche con revisione critica dei preparati discordanti;
– la lettura in doppio o peer review dei preparati riferiti a le-

sioni intraepiteliali squamose (SIL);
– il riesame dei preparati precedenti negativi in presenza di un

ultimo striscio positivo; 
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Tabella 2. Attività nei centri di lettura della Regione Emilia-Romagna

Qualifiche operatori

Patologi 20
Biologi 41
Citotecnici 15

Totale 76

Impegno nello screening Risposte al questionario Numero lettori calcolato Disponibili per lettura (numero)

Totale (100%) 16% 12,16 x 100% 12
Prevalente (70%) 51% 38,76 x 70% 27
Non prevalente (30%) 33% 25,08 - 15 revisori x 30% 3

Lettori teorici 42

Carico di lavoro

Popolazione bersaglio 1.143.950
Donne da esaminare per anno (teorico) 381.317
Adesione allo screening 71%
Donne coinvolte 270.735
Ripetizioni 8%

Totale esami da fare 292.394
Carico stimato per Osp. Bellaria 10.000

Carico di lavoro stimato (complessivo): numero di vetrini per anno 282.394a

Debito orario annuo per operatore (230 giorni lavorativi stimati x 6 ore die) 1.380 

Vetrini letti in un anno, per lettore 6.724
Vetrini letti per ora 4,87

a Dal carico di lavoro complessivo è stata sottratta la quota che si stima venga eseguita presso il centro di lettura dell’Ospedale Bellaria che non ha partecipato
alla rilevazione dei dati

Fig 3. Frequenze di utilizzo dei diversi metodi di controllo di qualità intra-la-
boratorio.
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– il riesame dei preparati citologici falsi negativi.
I CdQ esterni (fig. 4) prevedono:
– la lettura di set standard; 
– il confronto di casi.
Il gruppo di CdQ regionale ha promosso valutazioni di con-

cordanza su set standard e riletture mirate di particolari casistiche,
che sono risultate problematiche perché non confermate dall’esa-
me istologico: si sono riesaminati collegialmente i preparati cito-
logici ed istologici, si è costruito un atlante di immagini digitali su
CD4 e si sono realizzati incontri di audit e confronto dei parame-
tri applicati5.

Discussione

La modifica intervenuta nel numero delle Aziende Ospedalie-
re e dei centri di lettura mette in evidenza alcune differenze nelle
strategie organizzative adottate dalle AUSL nei confronti dell’e-
secuzione dei test di screening:

1) razionalizzazione delle risorse interne, con la selezione dei
centri di lettura come nella AUSL di Bologna Città, dove i
centri di lettura sono attualmente due, o nell’AUSL di Par-
ma, che ha ora un unico centro di riferimento, oppure con
l’accorpamento di più strutture per dar vita ad un unico cen-
tro aziendale come nell’AUSL di Ferrara;

2) affidamento della lettura ad un centro esterno all’Azienda,
come avviene per le AUSL di Bologna Nord e Bologna Sud,
che hanno optato per lo stesso Servizio dell’Azienda Ospe-
daliera di Bologna.

Nell’analisi delle professionalità che intervengono nella lettu-
ra primaria si nota uno scarso coinvolgimento dei citotecnici ed
un prevalente coinvolgimento di personale laureato (80%).

Considerando i dati del primo e tuttora più completo studio che
analizza in Italia il carico di lavoro in citologia cervico-vaginale
di screening6, si può notare che i dati rilevati in Emilia-Romagna
sono entro la variabilità descritta per la maggioranza dei labora-
tori del nostro Paese, e sono compatibili con le linee guida racco-
mandate dalle autorità sanitarie italiane7. 

I dati rilevati nel presente studio non distinguono fra scansio-
ne del vetrino e revisione e non viene calcolato il carico di lavoro
del citopatologo, elemento ancora più controverso e di difficile

analisi del carico sul citoscreener6,7. Inoltre non è stato rilevato il
carico relativo all’allestimento ed alla colorazione dei preparati,
che in alcune realtà è svolto dalle stesse persone che fanno poi la
lettura. Si tratta quindi di una stima che, considerati i dati dispo-
nibili, era l’unica possibile.

L’analisi comparata dei dati relativi ai CdQ interni adottati nel
1997, rispetto a quelli attualmente in uso, mostra una netta cre-
scita del monitoraggio statistico dei dati, segno di una migliore
messa a punto dei sistemi informatici, ed un decremento della let-
tura del set standard interno comprensivo delle principali catego-
rie diagnostiche che probabilmente appesantisce l’attività di lettu-
ra. Il 43% dei centri pratica tuttavia la rilettura di una quota ran-
domizzata di test negativi, pratica raccomandata negli USA3,8,9,
ma poco efficace nei confronti dei casi falsi negativi.

I metodi di CdQ più diffusi risultano essere la verifica della
correlazione cito-colpo-istologica e il riesame dei test negativi
precedenti a SIL. Nuove implementazioni rispetto ai dati forniti
nel 1997 sono la lettura in doppio dei casi negativi in follow-up
(Reggio Emilia) e la pre-lettura computer-assistita dei prepara-
ti10, 11(Imola).

Le iniziative interlaboratorio promosse dal Sottogruppo Re-
gionale per il Controllo di Qualità in Citologia per il CdQ esterno
si basano principalmente sulla lettura di set standard12, che coin-
volge tutti i centri di lettura dello screening. Questo tipo di CdQ
favorisce il confronto fra i centri sui parametri interpretativi, con
l’obiettivo di migliorare la riproducibilità diagnostica.

Tramite i dati di sorveglianza regionali13 si è rilevata una di-
versa distribuzione statistica delle categorie diagnostiche nei vari
programmi di screening per la valutazione di concordanza. Que-
sto fattore è legato indubbiamente alla natura stessa dell’esame ci-
tologico la cui interpretazione è soggettiva e qualitativa, oltre che
ad una diversa crescita culturale dei singoli operatori formatisi in
scuole diverse e con esperienza lavorativa diversa.

La lettura dei set, che ha avuto all’inizio il significato di revi-
sione di casi discordanti rispetto alla diagnosi istologica di riferi-
mento, ha confermato rilevanti differenze interpretative in citolo-
gia così come in istologia. La scelta di costruire set di casi em-
blematici ha segnato una evoluzione dell’uso del set standard, che
viene interpretato anche come evento formativo, oltre che un si-
stema di monitoraggio della concordanza diagnostica. Il confron-
to assembleare alla fine della lettura del set, con coinvolgimento
attivo di molti operatori, ha portato ad un approfondimento
morfologico dei casi presentati, ma anche all’autovalutazione del-
le performance personali.

La valutazione statistica della lettura del set ha evidenziato an-
che un fabbisogno formativo e di approfondimento di alcuni ar-
gomenti citologici ed istologici, da cui è scaturita una serie di in-
contri di formazione itineranti, organizzati su tutto il territorio re-
gionale, così da rendere sempre più partecipi gli operatori in un
coinvolgimento fattivo; infatti mentre all’inizio ognuno lavorava
solo per il proprio screening provinciale, attualmente questa set-
torialità pare decisamente superata e tutti ormai operano per la
riuscita dello screening regionale.
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Summary

Aim. Cyclophosphamide is widely employed as cytotoxic
agent both for conventional (<1 g/m2) and high dose (up to 7
g/m2) anticancer therapies. In Italy cyclophosphamide is
available in vials containing 500 mg and 1 g of drug general-
ly reconstituted with 25 ml and 50 ml of solvent, respectively
(20 mg/ml). Both formulations are inconvenient for routine
preparation due to the prolonged handling-time and the high
amounts of solvent required for dissolution. Materials and
methods. We evaluated the effects of ultrasonic treatment of
cyclophosphamide to short the dissolution time and to reduce
the amounts of solvent required in comparison with the tra-
ditional manual shaking. Commercially available formula-
tions of cyclophosphamide (Endoxan® 500 mg, 1 g vials) were
resuspended at 50 mg/ml in sterile water, 0.9% sodium chlo-
ride or 5% dextrose and treated for 5 min at 50°C in an ul-
trasonic bath. The solvent volumes were 10 ml for 500 mg
vials and 20 ml for 1 g vials. After complete dissolution (visu-
al inspection), the chemical stability of two concentrations (10
and 50 μμg/ml) was determined using the high performance
liquid chromatography method with UV detection and nu-
clear proton magnetic resonance. Results. No significant dif-
ferences in chemical stability between the solutions obtained
from the two different methods were found. Conclusion. Ul-
trasonic treatment allows the reduction of the amount of sol-
vent to be dissolved and a significant shortening of dissolution
time. Eur. J. Oncol., 9 (1), 55-60, 2004

Key words: cyclophosphamide chemical stability, ultrasonic
dissolution, HPLC, NMR

Riassunto

Finalità. La ciclofosfamide è ampiamente utilizzata come
agente citotossico sia in terapie antitumorali convenzionali
(inferiori a 1 g/m2) che in protocolli ad alte dosi (fino a 7
g/m2). In Italia la ciclofosfamide è commercializzata in fiale
da 500 mg e da 1 g, che vanno solitamente disciolte in 25 ml
e 50 ml di solvente, rispettivamente. Entrambe le formula-
zioni non si adattano all’utilizzo per le preparazioni di routi-
ne a causa dei tempi prolungati di manipolazione e della
grande quantità di solvente richiesta per la loro dissoluzione.
Materiali e metodi. Sono stati valutati gli effetti del tratta-
mento con ultrasuoni della ciclofosfamide allo scopo di ab-
breviare i tempi di dissoluzione e di ridurre la quantità di sol-
vente richiesta rispetto al metodo tradizionale di agitazione
manuale. Due formulazioni di ciclofosfamide disponibili in
commercio (Endoxan®, fiale da 500 mg e 1 g) sono state riso-
spese a 50 mg/ml in acqua sterile, 0,9% cloruro di sodio o 5%
destrosio e trattate per 5 min a 50°C in un bagno ad ultra-
suoni. I volumi di solvente erano 10 ml per le fiale da 500 mg
e 20 ml per le fiale da 1 g. Dopo completa dissoluzione (ispe-
zione visiva), la stabilità chimica di due concentrazioni (10 e
50 μμg/ml) è stata valutata mediante cromatografia liquida ad
alta efficienza e risonanza magnetica nucleare. Risultati. Nes-
suna differenza significativa nella stabilità chimica è stata os-
servata tra le due soluzioni ottenute mediante i due diversi
metodi. Conclusioni. Il trattamento con ultrasuoni permette
di ridurre la quantità di solvente per la dissoluzione e di rag-
giungere una riduzione significativa del tempo di dissoluzio-
ne. Eur. J. Oncol., 9 (1), 55-60, 2004

Parole chiave: stabilità chimica della ciclofosfamide, dissolu-
zione mediante ultrasuoni, HPLC, RMN
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Introduction

Cyclophosphamide (2-[bis(2-chloroethyl)amino]tetrahydro-
2H-1,3,2-oxazophosphorine 2-oxide) (fig. 1) is an alkylating
agent commonly employed in a wide range of cytotoxic regi-
mens1. Cyclophosphamide can be administered as a single agent
both for conventional (<1 g/m2) and high-dose (up to 7 g/m2)
chemotherapy or in combination regimens for the treatment of
malignancies including breast cancer, non Hodgkin’s lymphomas,
acute leukaemia, multiple myeloma, and lung and bladder can-
cer1. Cyclophosphamide monohydrate, a white powder2, soluble
in alcohol, benzene and poorly soluble in water is available in
both parenteral and oral formulations. In Italy, the commercially
available parenteral forms of cyclophosphamide (Endoxan®),
containing 500 mg or 1 g of monohydrate and sodium chloride as
excipient, are packaged in vials. Both formulations are inconve-
nient for routine preparation due to the prolonged handling-time
and the high amounts of solvent required for dissolution. In-
jectable cyclophosphamide prepared for parenteral administration
after adding the recommended amount of sterile water (25 ml for
500 mg vial and 50 ml for 1 g vial to reach a concentration of 20
mg/ml) must be vigorously shaken to obtain complete dissolu-
tion3, 4. The poor solubility of cyclophosphamide in aqueous sol-
vents, the potential risks related to the breakage of vials during the
shaking, the need for time reduction during the preparation of cy-
clophosphamide-containing regimens, have suggested the addi-
tion of a minor quantity of ethanol followed by dilution with wa-
ter. Unfortunately, as a consequence of the presence of ethanol,
venous irritation was observed during intravenous administra-
tion5. The possibility of heating cyclophosphamide solutions has
also been investigated5, 6. Due to the low melting range of the
drug2 (48-52°C), solutions containing cyclophosphamide mono-
hydrate can be heated to 50-80°C up to 15 min6. Under these con-
ditions, the dissolution rate of warmed cyclophosphamide solu-
tions did not change appreciably but at higher temperatures degra-
dation occurred (range 80.9-92.8%). Furthermore, during pro-
longed heating of cyclophosphamide-containing solutions, the
degradation process was accompanied by a decrease of pH (from
6.8 to 2.5)6. In order to achieve a more rapid dissolution of cy-
clophosphamide and to reduce the amount of solvent, as com-
pared to the traditional manual shaking (MS) method, we investi-
gated the effect of a brief treatment with ultrasound (UT) at
50°C. Vials with 500 mg or 1 g of cyclophosphamide were dis-
solved in 10 ml or 20 ml, respectively, instead of 25 ml for 500
mg vial and 50 ml for 1 g vial as suggested by the manufacturer’s
instructions. Moreover, dissolution rates and the percentage of
drug recovery from injectable formulation were analyzed and
tested as a function of the solvent (sterile water, 0.9% sodium
chloride, 5% dextrose). Solvent choice was based on the needs of
our current clinical practice. Solutions were analyzed by the high
performance liquid chromatography (HPLC) method and the cy-

clophosphamide chemical structure was also confirmed after UT
by Nuclear Proton Magnetic Resonance (H1-NMR) assay. Finally
the time for preparation spared by UT approach was recorded.
The results obtained are herein presented.

Materials and methods

Chemicals

Cyclophosphamide Monohydrate 98% was purchased by
Aldrich Chem. Co., Milw., (lot 08214HF); Endoxan.Asta 500 mg,
(lot 1C226A) and Endoxan.Asta 1 g (lot 0L101A) were kindly
provided by Asta Medica S.p.A, Milan, Italy. All solvents were
HPLC-grade (BDH, Milan, Italy) and used without further purifi-
cation. Ultrapure water was produced using Milli Q, Milli RO,
Millipore. Deuterium oxide was provided by Euriso-Top, Saint-
Aubain, France (lot D021B).

Study design

The study was designed to ascertain the capability of UT com-
pared to MS in achieving a more rapid dissolution of cyclophos-
phamide with a concomitant reduction of the amount of solvent
necessary for the preparation. For this purpose, from January to
December 2001, at the Satellite Pharmacy of the Division of
Medical Oncology of Fondazione Salvatore Maugeri, Pavia, Italy
a total of 413 cyclophosphamide-containing preparations were
monitored. Preparations were prospectively randomized between
MS (n = 204) and UT (n = 209). The randomization list was gen-
erated using a computerized procedure with the Wichman and
Hill algorithm7.

Preparation of HPLC samples

Triplicate samples of cyclophosphamide were prepared by di-
luting each commercially available formulation (Endoxan® 500
mg and 1 g vials) in three different aqueous solvents (sterile wa-
ter, 0.9% sodium chloride, 5% dextrose) by the means of 2 dif-
ferent methods. Control samples, according to the manufacturer’s
indications3, 4, were reconstituted at 20 mg/ml and vigorously
manually shaken until complete dissolution. According to the aim
of the study, the second set of samples was reconstituted at a con-
centration of 50 mg/ml (solvent amount reduction 60%) and dis-
solved by 5 min of sonication to complete dissolution (Sonication
System UST 211, serial number 643197). Both sets of solutions
were visually examinated in normal laboratory fluorescent light
with the unaided eye. After dissolution, aliquots of 50 μl were
withdrawn from each vial, diluted at the final concentration of 50
μg/ml (1:1000 for the UT-treated 50 mg/ml samples and 1:400 for
the MS 20 mg/ml samples, respectively), and injected into the
chromatographic system. A sample was prepared under aseptic
technique using a vertical laminar air flow hood and the pH was
determined at each analysis using a digital pH meter (H Basic 20,
Crison strumenti, S.p.A., Modena, Italy).

HPLC assay of cyclophosphamide

A modification of the HPLC method described by Kensler et
al 8 was used to determine cyclophosphamide concentrations. The
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Fig. 1. Chemical structure of cyclophosphamide.
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instrumentation consisted of a delivery system, a variable-volume
injector with a 50 μl loop and a variable wavelength ultraviolet
detector operating at 210 nm. Due to the very low molar ab-
sorbivity of cyclophosphamide in the higher region, a low analyt-
ical wavelength was employed. The output was processed and
manipulated using a Chem Station (Hewlett Packard, Milan,
Italy). A reversed-phase column (Nucleosil C18 column, 5 μm-par-
ticle size 250 X 4,6 mm, Thermoquest’s Hypersil Division, Mi-
lan, Italy) was used at room temperature. The mobile phase, a
mixture of acetonitrile and water (50:50 v/v) was degassed using
an on-line membrane system and delivered with 1 ml/min flow
rate; injection volume was 50 μl. Retention time of cyclophos-
phamide was 3.2 min. The selectivity of the HPLC method was
tested by accelerated degradation heating of a 50 mg/ml cyclo-
phosphamide solution at 85° C for 3 hours. Samples of 50 μl were
withdrawn at 0, 1 and 3 hours and immediately analyzed. In ac-
cordance with the aims of this study, the method was validated in
the concentration range between 5 and 80 μg/ml. The dilutions
5, 10, 25, 50 and 80 μg/ml were prepared from stock solution
(1000 μg/ml analytical grade cyclophosphamide in acetonitrile),
using a high-precision glass syringe with an appropriate volume
of ultrapure water. The calibration curve was linear over the con-
centration range 5-80 μg/ml and a mean regression correlation co-
efficient of 0.998 was obtained (data not shown). The intra-assay
precision was reported in Table 1 as coefficient of variation cal-
culated by the average calibration factor (n = 5) at 2 different
nominal concentrations (10 μg/ml and 50 μg/ml). The inter-assay
variability values are reported in Table 2. The mean accuracy was
reported as bias %, calculated by the assay of known increasing
amount of analyte (from 5 to 80 μg/ml). 

Preparation of NMR samples

NMR samples of commercially available cyclophosphamide
were prepared and treated as described for HPLC analysis. After
complete dissolution, 500 μl of each sample were removed from
each vial, evaporated until dry with a under vacuum concentrator
(Heto Holten A/S, Allerød, Denmark), resuspended in 750 μl of
deuterium oxide and analyzed. Degraded samples were treated as
described in the section on the HPLC method.

NMR assay of cyclophosphamide

The analyses were performed by recording the proton spec-
trum at 25° C by using a 300 Avance spectrometer (Bruker, Mi-
lan, Italy) and observing the 1H at 300 MHz. Reference spectra
(fig. 2) was obtained by dissolving an appropriate amount of an-
alytical grade cyclophosphamide in deuterium oxide.

Analysis of data

The unpaired T-test9, for comparison of the results obtained
from different dissolution techniques, was employed. The de-
clared concentration of commercially available cyclophos-
phamide vials was set as 100% and subsequent concentrations
were reported as percentage of the initial value. According to the
Official Italian Pharmacopoeia10, degradation exceeding 10% of
the initial value was considered an unacceptable loss of activity
and the vial was discarded.

Results

The pH of cyclophosphamide solutions were 3.0 and 3.5 by
UT and MS, respectively.

Cyclophosphamide solutions of 20 mg/ml obtained by MS or
50 mg/ml dissolute by UT were analyzed in parallel by HPLC and
1H-NMR. The HPLC chromatograms in fig. 3 showed that the 2
cyclophosphamide peaks are perfectly equivalent (retention time
3.2 min). Similarly, the NMR spectra in fig. 4 showed no differ-
ence due to the two distinct dissolution methods.

To test the selectivity of the analytical methods applied, the
cyclophosphamide degradation kinetics was analyzed by HPLC
and 1H-NMR. A cyclophosphamide solution of 50 μg/ml was
heated at 80° C for 3 hours. After 1 hour, the HPLC analysis
showed one peak at 210 nm (retention time 1.4 min) with a degra-
dation of 37% (fig. 5, B); after 3 hours, 68% of the drug was de-
graded (fig. 5, C). The chromatograms in fig. 5 showed that the
degradation products did not interfere with the cyclophos-
phamide peak (retention time 3.2 min). Degraded solution was al-
so analyzed by 1H-NMR and the spectrum of the degradation
product is shown in fig. 6. In accordance with previously pub-
lished data11, after prolonged heating, cyclophosphamide was de-
graded by hydrolysis of oxaphosphorine ring with consequent
formation of more polar dihydroxy derivatives. The degradation
pathway is shown in fig. 7. 

57

Ultrasonic dissolution of cyclophosphamide

Table 1 - Intra-assay precision of HPLC analysis of cyclophosphamide

Nominal concentration Predicted concentration Accuracya

(μg/ml) (μg/ml) (% bias)

10 9.90 -0.91
10 9.72 -2.83
10 9.54 -4.63
10 10.18 1.84
10 10.46 4.58

Mean± SD 9.96±0.37 -0.39±3.67

50 50.51 1.01
50 49.87 -0.27
50 50.21 0.42
50 49.60 -0.80
50 50.25 0.50

Mean± SD 50.09±0.36 0.17±0.71

a% bias = [(Aadded - Aobserved)/ Aobserved] x 100

Table 2 - Inter-assay precision and accuracy of HPLC analysis of cyclophos-
phamide

Nominal Predicted Precision Accuracy
concentration concentration (% CVa) (% bias)

(μg/ml) (μg/ml)

5 4.91±0.09 1.83 -1.85
10 9.96±0.33 3.30 -0.39
25 24.65±0.16 0.66 -1.41
50 50.09±0.32 0.63 0.17
80 83.02±1.80 2.17 3.77

Mean± SD 1.72±1.12 0.06±2.22

a% CV (coefficient of variation) = (SD/concentration observed) x 100
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Fig. 2. NMR reference spectrum of cyclophosphamide. The number indicates the integral of proton peaks used for determination (ppm = parts per million).

Fig. 3. Chromatograms of cyclophosphamide solutions obtained by manual
shaking (A) or ultrasonic treatment (B).

Fig. 4. NMR spectra of cyclophosphamide solutions obtained by manual
shaking (A) or ultrasonic treatment (B) (ppm = parts per million).
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The dissolution rate and percentage of drug recovery were an-
alyzed as a function of 3 different solvents currently used in our
clinical practice. The MS solubility of cyclophosphamide (20
mg/ml) measured as dissolution time was slightly improved in
water as compared to dextrose or sodium chloride (Table 3). By
the means of HPLC analysis, the percentage of recovery of cy-
clophosphamide with the two dissolution methods was also veri-
fied. The comparison between samples treated by MS (20 mg/ml)
and those treated by UT (50 mg/ml) showed that the dissolution
by UT (50°C for 5 min) achieved a statistically significant higher
recovery of cyclophosphamide (Table 4) in both the commercial-
ly available formulations (500 mg and 1 g) and in all the 3 sol-
vents (water, 0.9% NaCl and 5% dextrose).

To evaluate the influence of the UT approach on the prepara-
tion time, 413 cyclophosphamide-containing preparations were
monitored. Sonication, in addition to a better drug recovery and to
a 60% reduction in the amount of solvent, allowed a statistically
significant reduction of preparation time for a series of cy-
clophosphamide-containing regimens (Table 5).
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Fig. 5. HPLC chromatograms of cyclophosphamide degradation kinetic: A,
time 0; B, 1 hour (37% degradation); C, 3 hours (68% degradation).

Fig. 6. NMR spectrum of degraded cyclophosphamide. The number indicates the integral of proton peaks used for determination (ppm = parts per million).

Table 3 - Dissolution time of 20 mg/ml cyclophosphamide in water, 0.9%
NaCl or 5% dextrose by manual shaking (MS)

Dissolution timea (min)
Water 0.9% NaCl 5% dextrose

500 mg 7.9±1.0 8.3±0.3 8.1±0.4
1 g 7.8±0.6 8.7±4.6 8.6±1.3

a Mean ± SD of 9 samples/solution.
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Conclusions

The long preparation times related to the low dissolution rate
of the injectable formulation of cyclophosphamide, together with
its wide use in our Institution for a series of chemotherapy regi-
mens, prompted us to develop a method to speed up the reconsti-
tution step. A drug degradation was obtained by heating cy-
clophosphamide solution, but venous irritation was recorded with
the addition of a co-solvent like ethanol, as previously described
by other authors5, 6. The UT dissolution technique enabled us to
improve cyclophosphamide recovery and to reduce by more than
half the dissolution times in comparison with the traditional MS
method, without compromising drug stability. In addition to oth-
er ancillary aspects of preparation technique (removal of high-
volume syringes and reduction in the number of piercings on the
same bottle), the UT approach seems very useful in the everyday
practice, especially when a high number of chemotherapy regi-
mens containing cyclophosphamide are required.
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Fig. 7. Degradation pathway of cyclophosphamide after treatment at 80°C for 3 hours.

Table 4 - Mean values (+SD) of cyclophosphamide recovery after dissolution by manual shaking (MS) or by sonication (UT) in water, 0.9% NaCl or 5% dex-
trose.

Cyclophosphamide recovery (% of control)
Water 0.9% NaCl 5% Dextrose

MS UT MS UT MS UT

500 mg 87.5±7.6 97.4±3.9 92.0±9.7 101.6±1.1 94.0±2.9 98.1±0.6
p values 0.00813 0.0531 0.0246

1 g 91.0±8.9 96.6±1.2 91.4±7.4 99.9±1.1 96.1±2.4 100.1±1.6
p values 0.03084 0.0543 0.00499

Table 5 - Average dissolution time (±SD) of 413 cyclophosphamide-containing preparations: comparison between manual shaking (MS) and sonication (UT)

MS UT
Regimens No. of Dissolution No. of Dissolution p values

preparations time (min) preparations time (min)

High-dose CTXa 22 68.5±15.35 25 15.8±3.62 <0.05

CMF 1-21b 113 104.0±52.50 115 46.0±23.23 <0.05

CEOPc 37 61.0±29.76 41 24.0±13.17 <0.05

CMVCd 32 32.0±20.63 28 14.0±9.13 <0.05

a High-dose CTX: Cyclophosphamide 7000 mg/m2

b CMF 1-21: Cyclophosphamide 600 mg/m2, Methotrexate 40 mg/m2, 5-FU 600 mg/m2

c CEOP: Cyclophosphamide 750 mg/m2, Epirubicin 75 mg/m2, Vincristine 1.4 mg/m2, Prednisone 100 mg/m2

d CMVC: 5-FU 600 mg/m2, Epirubicin 75 mg/m2, Cyclophosphamide 600 mg/m2
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Riassunto

Il melanoma costituisce la neoplasia con il più rapido incre-
mento d’incidenza dopo il carcinoma polmonare nelle donne.
Il melanoma allo stadio iniziale ha una prognosi favorevole,
mentre quello metastatico comporta una prognosi severa. Il
tasso di sopravvivenza a 5 anni è del 95% per il melanoma al-
lo stadio iniziale, ma la sopravvivenza mediana crolla a 5-8
mesi in presenza di metastasi. La sopravvivenza più breve si
ha in presenza di metastasi viscerali. La resezione chirurgica
di tali metastasi migliora la qualità di vita del paziente, che in
genere perisce di ulteriore malattia metastatica in altro orga-
no. Riportiamo un caso clinico di metastasi gastriche di un
melanoma cutaneo asportato cinque anni prima. Eur. J. On-
col., 9 (1), 61-62, 2004

Parole chiave: melanoma, metastasi gastriche, gastrectomia

Summary

Melanoma constitutes the neoplasm with the most rapidly in-
creasing rate of incidence after lung carcinoma in women.
Early stage melanoma has a favourable prognosis, whereas
metastatic melanoma has a severe prognosis. The 5-year sur-
vival rate is 95% for early stage melanoma, but the median
survival plummets to 5-8 months in the presence of metas-
tases. The shortest survival rate occurs with visceral metas-
tases. Surgical resection of such metastases improves the
quality of life of the patient, who generally dies of further
metastatic disease in other organs. We report a case of gastric
metastases from a cutaneous melanoma resected five years
before. Eur. J. Oncol., 9 (1), 61-62, 2004

Key words: melanoma, gastric metastases, gastrectomy

Introduzione 

L’incidenza del melanoma è in forte aumento, per cui è preve-
dibile un aumento della prevalenza di pazienti affetti da melano-
ma metastatico. La neoplasia metastatizza per via linfatica ed
ematica. Nella maggior parte dei casi le metastasi compaiono nei
primi 2 anni dal trattamento iniziale ed incidono sfavorevolmen-
te sulla prognosi quando sono sistemiche. Il trattamento chirurgi-
co delle metastasi mira a migliorare la qualità di vita di tali pa-
zienti, che successivamente periscono per metastasi a distanza, ed
è possibile nel 10-25% dei casi. Le metastasi gastrointestinali so-
no clinicamente silenti, sebbene costituiscano un rilievo autoptico
comune, e mostrano una tendenza alla comparsa plurima sincro-
na. Il trattamento chirurgico di tali lesioni è indicato nei pazienti
a basso rischio ed è rappresentato dalla resezione o dalla deriva-
zione palliativa.

Riportiamo il caso di una paziente operata di gastrectomia sub-
totale per duplice lesione gastrica sincrona da metastasi di mela-
noma. 

Caso clinico

Paziente di 80 anni, affetta da cardiopatia aritmica ben controllata, sotto-
posta cinque anni prima ad amputazione metatarso-falangea del V dito del pie-
de destro per melanoma, del quale non è disponibile il referto istologico. La
paziente è rimasta asintomatica fino alla comparsa di dolore addominale e vo-
mito alimentare. All’esame obiettivo la paziente si presentava in discrete con-
dizioni generali, apiretica. Sui quadranti addominali alti era palpabile una tu-
mefazione leggermente dolente di consistenza parenchimatosa, poco mobile
sui piani profondi, del diametro massimo di circa 5 cm. La cicatrice al piede
destro era regolare; non si palpavano linfonodi superficiali patologici. Gli esa-
mi di laboratorio all’ingresso dimostravano solo una lieve anemia (Hb 10,9,
Hct 31%, normali MCV, MCH, MCHC). La radiografia del torace non evi-
denziava lesioni di origine neoplastica. Veniva eseguita una TAC spirale mul-
tifasica, che non dimostrava lesioni al torace, evidenziava sulla piccola curva
gastrica un ispessimento irregolare diffuso e non rilevava lesioni epatiche (con
eccezione di un angioma) o linfonodali. All’EGDS era presente sulla parete
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posteriore del corpo gastrico una vasta perdita di sostanza, di circa 5 cm di lun-
ghezza, con fondo ricoperto di fibrina, margini irregolari e rilevati; a livello
del piloro si riscontrava un’altra perdita di sostanza con caratteristiche so-
vrapponibili alla precedente, che stenotizzava parzialmente il piloro stesso e si
continuava sulla parete anteriore del bulbo. Le biopsie endoscopiche erano co-
stituite da frustoli di mucosa gastrica antrale infiltrati da neoplasia maligna
mesenchimale ad elementi tendenzialmente fusati (immunoistochimica: acti-
na m.1 -, LCA -, CK-LMW -, CK-PAN -, S-100 +, vimentina +/-).

La paziente era sottoposta a laparotomia mediana totale. L’esplorazione
dell’addome evidenziava due voluminose neoformazioni gastriche del corpo
e dell’antro-piloro substenosanti, con evidente gastrectasia a monte, ed una
diffusa linfoadenopatia perigastrica e al tripode celiaco, in assenza di ascite o
lesioni epatiche. Si preferiva eseguire una resezione dello stomaco con con-
servazione del fondo, anziché una gastrectomia totale, sia per via della gran-
de distanza tra il limite craniale della neoplasia ed il cardias che per l’età avan-
zata della paziente. Pertanto, si preparavano lo stomaco ed il digiuno per una
gastrectomia subtotale sec. Billroth II. Il decorso post-operatorio era regolare
sino alla settima giornata post-operatoria, quando compariva una transitoria
insufficienza cardiaca non ischemica, risolta in nona giornata. La paziente era
dimessa in tredicesima giornata dopo aver ripreso l’alimentazione per os ed
una sufficiente canalizzazione alle feci. L’esame istologico evidenziava una
duplice localizzazione secondaria gastrica di melanoma maligno amelanotico
a cellule fusate (es. immunoistochimici: S-100 +++, HMB 45 +++, CD99-),
estesa dalla lamina propria alla tonaca muscolare propria in profondità, e
linfonodi esenti da neoplasia. La paziente rifiutava la terapia adiuvante post-
operatoria proposta. Tuttavia, circa due mesi dopo era sottoposta ad una TAC
whole body per comparsa di dispnea ingravescente, che dimostrava alcune
metastasi al polmone sinistro per cui s’intraprendeva la somministrazione di
dacarbazina ed interferone. Un’EGDS eseguita dopo sei mesi risultava nella
norma. Ad un anno dall’intervento la paziente presenta dispnea persistente ed
una cachessia neoplastica da severo coinvolgimento metastatico polmonare
complicato da broncospasmo diffuso. 

Discussione

L’incidenza del melanoma aumenta ad un velocità non egua-
gliata da altre neoplasie, ad eccezione del carcinoma polmonare
nelle donne. Sulla base di questo trend, è prevedibile un aumento
della prevalenza di pazienti affetti da melanoma metastatico. La
neoplasia metastatizza per via linfatica ed ematica. La via linfati-
ca segue generalmente un pattern sequenziale, mentre le metasta-
si ematiche si disseminano casualmente e colpiscono il polmone,
il fegato, l’encefalo, le ossa ed il tratto gastroenterico (g.e.). Un
terzo di tutti i pazienti, pur se ben trattati inizialmente ha una ri-
presa di malattia loco-regionale o sistemica entro 5-10 anni. Nel-
la maggior parte dei casi le metastasi compaiono nei primi 2 anni
dal trattamento iniziale. In presenza di metastasi sistemiche la so-
pravvivenza mediana crolla a 5-8 mesi, con una sopravvivenza a
5 anni di appena il 6%1 . Sulla base della sede delle metastasi i pa-
zienti possono essere suddivisi in tre gruppi con prognosi pro-
gressivamente ingravescente: cute/linfonodi/apparato g.e., pol-
mone, fegato/encefalo/ossa2. 

Il trattamento chirurgico mira a migliorare la qualità di vita. In-
fatti, questi pazienti periscono dopo la comparsa di altre metasta-
si a distanza, generalmente per complicanze polmonari o neuro-
logiche centrali. La chirurgia della malattia metastatica è possibi-
le nel 10-25% dei casi. In alcuni pazienti è consigliabile un perio-
do di osservazione di alcune settimane per accertare la velocità di
crescita tumorale e svelare nuove metastasi3 .

Le metastasi gastrointestinali sono silenti, e solo nell’1-7% dei
casi di melanoma metastatico sono presenti manifestazioni clini-
che. L’autopsia, invece, dimostra in genere la loro presenza in una
percentuale che raggiunge anche il 58%. Il melanoma ha una pre-
dilezione speciale per l’apparato g.e.: il 50-70% delle metastasi in
questo apparato è a partenza da un melanoma; la sede più fre-
quentemente coinvolta è l’intestino tenue. E’ stata documentata la
tendenza alla comparsa sincrona di due o più metastasi g.e., con
una sopravvivenza prolungata fino a 5 anni dopo escissione mul-
tipla riportata da alcuni Autori4 . I sintomi sono aspecifici, più fre-
quentemente causati da un’anemizzazione da sanguinamento cro-
nico, e meno comunemente da ostruzione o perforazione5 . La so-
pravvivenza mediana va dai 2 agli 11 mesi. Il trattamento chirur-
gico è indicato nei pazienti a basso rischio ed è rappresentato dal-
la resezione o dalla derivazione palliativa. 

Il caso su descritto riporta il caso di una localizzazione secon-
daria di melanoma di per se rara, che ha manifestato nella nostra
paziente solo alcune caratteristiche tipiche della metastasi viscera-
le da melanoma. Infatti la localizzazione era caratteristicamente
casuale e non preceduta da metastasi evidenziabili in rapporto con
la sede originaria del melanoma, ed era duplice e sincrona; tuttavia
ha colpito lo stomaco (non il tenue), manifestandosi con disturbi
da ostacolato svuotamento gastrico in assenza di una significativa
anemia ipocromica da perdita cronica. La gastrectomia subtotale
ha permesso la risoluzione dei disturbi alimentari, in assenza di di-
sturbi potenzialmente associati con un’asportazione totale dello
stomaco in una paziente ottantenne. Il caso risulta tipico nel suo
esito in quanto la paziente ha ottenuto sì una buona palliazione del
suo disturbo digestivo, ma ad un anno dall’intervento è affetta da
severa cachessia dovuta a metastasi a distanza (polmoni). 
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Riassunto

Finalità. Gli Autori hanno creduto opportuno presentare un
caso di meningioma papillare per la relativa rarità di questo
istotipo e per alcuni particolari caratteri morfologici degni di
nota. Questo caso è stato studiato con tecniche di istologia, di
immunoistochimica e di microscopia elettronica a trasmissio-
ne. Dopo la verifica ultrastrutturale circa la natura menin-
giomatosa-papillare del caso in esame, l’attenzione è stata ri-
volta soprattutto a tre aspetti: 1) la differenza di morfologia
cellulare tra le zone “compatte” e quelle papillari; 2) la coesi-
stenza di papille e di pseudorosette; 3) le possibili basi morfo-
logiche dell’aggressività biologica di questo istotipo. Materia-
le e metodi. Sono state applicate tecniche di istologia (ematos-
silina-eosina, PAS, tricromica), di immunoistochimica (vi-
mentina, fibronectina, CD34, GFAP, Ki67, progesterone,
EMA) e di microscopia elettronica a trasmissione. Risultati.
La diagnosi di meningioma papillare è stata verificata sia me-
diante marcatura per la vimentina sia mediante la microsco-
pia elettronica. Sono stati identificati due tipi cellulari morfo-
logicamente diversi: uno a livello della zona compatta, l’altro
a livello delle papille. Sono stati evidenziati aspetti morfologi-
ci intermedi tra le pseudorosette e le papille ed è stata docu-
mentata la presenza di epiteli dismorfi e dismetrici, con scar-
sa coesione intercellulare. Conclusioni. Attraverso lo studio
morfologico di questo caso è stato possibile verificare la natu-
ra della neoplasia, l’istogenesi delle papille e delle pseudoro-
sette, e fornire un contributo circa alcuni fattori causali della
particolare aggressività di questo tipo di meningioma. Eur. J.
Oncol., 9 (1), 63-68, 2004

Parole chiave: meningioma papillare, pseudorosette, giunzio-
ni intercellulari, interdigitazioni

Summary 

Aim. The Authors consider it useful to present a case of pap-
illary meningioma in consideration of the relative rareness of
this histotype and of some particularly noteworthy morpho-
logical features. This case was studied with the aid of histo-
logical, immunohistochemical and transmission electron mi-
croscope techniques. After the ultrastructural study to deter-
mine the papillary-meningiomatous nature of the case, three
important aspects were highlighted: 1) the different cell mor-
phology between the “compact” and the papillary areas; 2)
the co-existence of papillae and pseudorosettes; 3) the possible
morphological bases of the biological aggressiveness of this
histotype. Materials and methods. Histological (haematoxylin-
eosin, PAS, trichrome) immunohistochemical (vimentin, fi-
bronectin, CD34, GFAP, Ki67, progesterone, EMA) and
transmission electron microscope techniques were applied.
Results. The diagnosis of papillary meningioma was con-
firmed both by vimentin positivity and by electron mi-
croscopy. Two morphologically different cell types were iden-
tified: one in the compact area, the other in the papillae. In-
termediate morphological aspects between the pseudorosettes
and the papillae were identified. The presence of dysmorphic
and dysmetric epithelia with scanty intercell cohesion was
documented. Conclusions. The morphological study of this
case showed the nature of the neoplasia, the histogenesis of
the papillae and the pseudorosettes, and shed light on some of
the factors which bring about the particularly aggressive na-
ture of this type of meningioma. Eur. J. Oncol., 9 (1), 63-68,
2004

Key words: papillary meningioma, pseudorosettes, intercellu-
lar junctions, interdigitations
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Introduzione

Già nel 1975, Ludwin Rubinstein e Russell, in uno studio su 17
casi di meningioma papillare, avevano riconosciuto a questo isto-
tipo la dignità di autonomia e un comportamento anatomo-clini-
co di aggressività1.

Il dato morfologico fondamentale è rappresentato dalla pre-
senza di papille vere, ovvero di strutture che sono formate da un
asse vasculo-stromale rivestito da cellule meningoteliali pluristra-
tificate. Queste papille variano per spessore, per altezza e spesso
si presentano ramificate o gemmanti; quelle più voluminose, e ve-
rosimilmente le più antiche, protrudono in una cavità contenente
materiale amorfo ed elementi cellulari desquamati. Alla periferia
di questa componente, considerata qualificante, si reperta una
quota di neoplasia di aspetto solido, la quale è formata da cordo-
ni e travate di cellule meningoteliali tra loro quasi a mutuo con-
tatto o variamente intersecanti; questa popolazione cellulare è so-
stenuta e sepimentata da un delicato e rado graticciato fibrillare
collagene.

In letteratura sono stati descritti anche casi aventi strutture con i
caratteri delle pseudo-rosette; queste hanno un profilo simil-papil-
lare, sono di piccola taglia e sono formate da un capillare rivestito
da uno-due strati di elementi meningoteliali. A tal proposito Pi-
mentel et al 2, nel presentare un caso di meningioma con pseudoro-
sette, hanno sostenuto una sua maggiore aggressività biologica.

In letteratura sono stati riportati casi di meningioma papillare
aventi caratteri morfologici che si discostano da quelli abituali;
così Kasantikul et al 3 hanno descritto un caso di meningioma pa-
pillare fornito di strutture simil-ghiandolari.

Inoltre Hojo et al 4 hanno descritto un caso di meningioma pa-
pillare fornito di una sub-popolazione di elementi rabdoidi. An-
cora, Vaquero et al 5 hanno segnalato un altro caso in cui il tumo-
re presentava un’ampia cavità cistica centrale. 

Nei meningiomi papillari la popolazione cellulare dominante è
rappresentata da cellule poligonali di media taglia, le quali hanno
una discreta quota di citoplasma, bordi cellulari sfumati, nucleo
sferoidale e normocromatinico; commiste alle precedenti si evi-
denziano piccole quote di cellule dismetriche e dismorfe, le quali
hanno quote variabili di citoplasma e sono centrate da nuclei di-
splastici o atipici. Le cellule che rivestono le papille sono invece
di forma cubico-cilindrica, hanno citoplasma ampio, omogeneo e
leggermente diafano. Il grado di coesione intercellulare è molto
variabile: nelle zone in cui essa è alta si repertano al microscopio
elettronico strutture giunzionali ed interdigitazioni, in quelle in
cui la coesione è minima o assente le suddette sub-strutture sono
scarsamente sviluppate o assenti.

Mediante la marcatura secondo le tecniche d’immunoistochi-
mica, queste popolazioni cellulari evidenziano uniformemente
una netta positività per la vimentina e una negatività per la GFAP,
per le citocheratine e per la fibronectina. Secondo quanto è ripor-
tato in letteratura, i reperti istopatologici ed immunoistochimici
dianzi riassunti non forniscono comunque una diagnosi di certez-
za; questa può essere raggiunta solo mediante l’esame al micro-
scopio elettronico evidenziando strutture giunzionali, interdigita-
zioni intercellulari e fascetti di filamenti intermedi 6-8.

Particolare attenzione, in letteratura, è stata dedicata allo studio
delle interrelazioni tra la particolare aggressività biologica del
meningioma papillare ed i suoi peculiari caratteri morfologici. E’
stato ritenuto che l’aggressività biologica di questo istotipo fosse
legata alla presenza di papille, e il grado di malignità fosse con-

seguente allo sviluppo di quest’ultima componente. Stefanko et
al 9 hanno ritenuto che i meningiomi papillari siano recidivanti e
metastatizzanti per la scarsa coesione delle loro cellule e per il tro-
pismo vasale delle stesse. Brignolio et al 10, in uno studio su 8 ca-
si di meningioma papillare, hanno potuto constatare l’esistenza di
gradi diversi di aggressività biologica, senza alcuna correlazione
tra profilo morfologico e comportamento clinico. Attualmente è
prevalente l’ipotesi secondo la quale la particolare aggressività di
questo istotipo neoplastico, in analogia alle altre neoplasie, è cor-
relata ai caratteri di atipia, di vascolarizzazione, nonché agli indi-
ci di proliferazione11.

Questi dati, brevemente riportati, hanno suggerito agli Autori
di presentare un caso di meningioma papillare occorso alla loro
attenzione; le motivazioni sono dettate non solo dalla relativa ra-
rità del reperto ma anche da alcuni particolari caratteri qui di se-
guito riportati:

1) la coesistenza nella stessa neoplasia di un’architettura rap-
presentata da aree compatte, da strutture papillari e da una
vasta area cistica centrale;

2) la co-presenza di papille vere e di pseudorosette;
3) il polimorfismo delle popolazioni cellulari con presenza di

elementi atipici;
4) la particolare morfologia delle cellule di rivestimento delle

papille.

Caso clinico

Il caso clinico è quello della paziente I.A., di anni 54. L’inizio della sua
storia risale al 1986. La paziente giungeva all’osservazione del neurochirur-
go lamentando cefalea gravativa da circa due mesi; per tale motivo fu ese-
guita una TC dell’encefalo che evidenziava la presenza di un processo espan-
sivo intracranico extracerebrale in regione temporo-parietale di sinistra (me-
ningioma). La paziente fu sottoposta ad intervento chirurgico di craniotomia
temporo-parietale sinistra per asportazione completa della neoplasia. Dopo
circa dodici anni dal suddetto intervento, la paziente ritornò all’osservazione
del neurochirurgo per la comparsa di una sindrome vertiginosa di tipo sog-
gettivo; sottoposta a un esame TC dell’encefalo fu evidenziata una formazio-
ne recidivata nella medesima regione. Pertanto, fu nuovamente sottoposta ad
intervento chirurgico con la possibilità dell’asportazione in toto (Simpson 1)
della lesione, che si rivelò essere un meningioma atipico. Dopo un intervallo
libero di cinque anni, la paziente ricorse di nuovo alle cure del neurochirurgo
per grave cefalea; questa sintomatologia, dopo TC, si rivelò legata ad una
neoformazione meningea recidivata. Fu rioperata e l’esame istologico del
campione consentì la diagnosi di meningioma papillare con pattern trabeco-
lare-papillare con stroma collagenosico, con frazione di cellule in prolifera-
zione (Ki67-MiB-1) pari al 15%. 

Materiale e metodi

Il materiale in esame è stato processato con metodi di istologia, immu-
noistochimica e microscopia elettronica a trasmissione.

I frammenti utilizzati per la microscopia ottica e per l’immunoistochimi-
ca sono stati fissati in formalina al 10% tamponata pH 7,4; dopo adeguata di-
sidratazione e diafanizzazione i campioni sono stati inclusi in paraffina.

Le sezioni allestite per la microscopia ottica sono state colorate con i se-
guenti metodi: ematossilina-eosina, e.-V.Gieson, PAS, tricromica per il con-
nettivo.

Le sezioni allestite per i metodi di immunoistochimica sono state sotto-
poste alle seguenti marcature: vimentina, fibronectina, CD34, GFAP, Ki67,
EMA, progesterone.

I frammenti utilizzati per la microscopia elettronica sono stati fissati in pa-
raformaldeide al 4% diluita in tampone fosfato 0,2 M a pH 7,4; dopo post-fis-
sazione in osmio all’1% e dopo adeguata disidratazione i campioni sono sta-
ti inclusi in Epon. In via preliminare, dai suddetti blocchetti sono state alle-
stite sezioni semifini, colorate con blu di toluidina.
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Dopo aver effettuato osservazioni orientative su questi preparati sono sta-
te approntate sezioni ultrasottili, le quali sono state contrastate con acetato di
uranile e citrato di piombo.

Reperto istopatologico

L’architettura d’insieme della neoplasia è costituita da due componenti, le
quali sono strettamente commiste o si continuano l’una nell’altra senza bar-
riere stromali.

La prima è presente soprattutto lungo la fascia periferica della neoplasia
ed ha un aspetto compatto; la seconda occupa prevalentemente l’area centra-
le ed è costituita da papille che si aggettano in uno spazio cavo.

La quota compatta è formata da travate cellulari di spessore variabile, se-
pimentate da sottili e delicati tralci di fibrille collagene.

L’altra è data da papille monoassili di altezza diversa; ciascuna di queste
è formata da un asse vasculo-stromale ricoperto da cellule neoplastiche di-
sposte a strati sovrapposti; questi elementi frequentemente sono desquamati
per una loro ridotta coesione intercellulare (fig. 1a, b, 2). Accanto alle sud-
dette formazioni papillari si repertano piccole strutture riconoscibili come
pseudorosette; infatti, esse sono costituite da un capillare ematico il quale è
circondato a raggiera da uno o due strati di cellule colonnari che poggiano di-
rettamente sulla membrana basale del vaso (fig. 3). 

Le suddette due componenti sono diverse anche per la morfologia delle
loro popolazioni cellulari. La prima (quota compatta) è fornita da elementi di
media taglia aventi un profilo irregolarmente poligonale; questi sono forniti
di un discreto alone citoplasmatico, compatto ed eosinofilo, sono demarcati
da una netta membrana cellulare, e sono centrati da un nucleo sferoidale,
compatto e ipercromatinico. Queste cellule sono tra loro a mutuo contatto con
limiti indistinti, acquisendo così aspetti pseudo-sinciziali (fig. 4). Mescolati ai
suddetti elementi si repertano nidi o gruppi di elementi dismorfi, voluminosi
e forniti di nucleo atipico e nucleolato.

Le papille e le pseudorosette sono rivestite da elementi di media-grossa ta-
glia, aventi una forma sostanzialmente colonnare; queste cellule hanno am-
pio citoplasma cromofobo, chiaro, di aspetto a vetro smerigliato, delimitato
da una netta membrana cellulare e centrato da un nucleo sferoidale, ipercro-
matinico. Questi elementi poggiano sullo stroma delle papille e sulla mem-
brana basale dei capillari e sono tra loro a mutuo contatto, anche se con scar-
sa coesione. Lo stroma, ovunque molto esiguo, è rappresentato da un delica-
to graticciato fibrillare di sostegno con lieve rinforzo a livello dei vasi e a li-
vello delle papille.

I vasi sono molto numerosi e distribuiti in modo disordinato; essi sono
neoformati e sono rappresentati da arteriole pre-capillari, e soprattutto da ca-
pillari e venule post-capillari.

Spesso il core delle papille è occupato da formazioni vascolari caratteriz-
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Fig. 1a. Meningioma papillare. Strutture papillari di taglia diversa, sezionate
secondo l’asse trasversale. La papilla di maggiore dimensione si presenta ra-
mificata. Il centro delle papille è occupato da un vaso beante. E.+ Fibronec-
tina, 200x.

Fig. 1b. Meningioma papillare. Strutture papillari sezionate secondo l’asse
longitudinale. Le cellule di rivestimento sono cubico-cilindriche e pluristrati-
ficate. E.-E., 200x.

Fig. 2. Meningioma papillare. Nel contesto del core di una papilla si rileva la
presenza di elementi flogistici mononucleati, in sede perivasale e negli inter-
stizi stromali. E.-E., 400x.

Fig. 3. Meningioma papillare. Formazione a pseudorosetta; un capillare è cir-
condato da un monostrato di cellule cubico-cilindriche. E.-E., 400x.
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zate da un ampio vaso centrale circondato da capillari e venule gemmanti.
Frequentemente i vasi di maggiore calibro hanno pareti ispessite sclero-iali-
ne e lume trombizzato; le venule post-capillari e i capillari sono spesso infil-
trati da elementi flogistici linfomonocitari. 

Infine, sono presenti zone di necrosi coagulativa; alcune di esse sono este-
se (macronecrosi), altre colpiscono poche unità cellulari (micronecrosi).

Immunoistochimica

Allo scopo di caratterizzare la natura della neoplasia in esame e di mette-
re in evidenza gli indici di attività proliferativa, sono state eseguite le marca-
ture immunoistochimiche dei seguenti antigeni:

Vimentina 

Si rileva una iperespressività di questo antigene in tutte le cellule neopla-
stiche. Le strutture vasculo-stromali non evidenziano alcuna positività (fig. 5). 

Fibronectina

Evidente espressività di fibronectina a livello delle pareti dei vasi, dello
stroma, degli interstizi stromali e delle cellule stromali. Questo antigene non
è evidenziabile a livello delle cellule neoplastiche.

MIB-1

Sono apprezzabili positività focali dell’antigene MIB-1; tali positività so-
no ben nette e sono distribuite in egual modo sia a livello della quota com-
patta sia di quella papillare. Una maggiore espressività antigenica è apprez-
zabile a livello degli strati basali delle papille, dei cordoni cellulari e, in par-
ticolar modo, delle popolazioni peri-vascolari (fig. 6).

CD34

Questo antigene è espresso in modo netto e marcato a carico degli endo-
teli ematici presenti nella neoplasia. Tale espressività ha permesso di eviden-
ziare lo stato di ipertrofia degli endoteli, la presenza di piccoli vasi collabiti,
e l’esistenza di vasi con lume ampio, ectasico. 

P53

Negativo.

EMA

Positività zonali per l’EMA sono state osservate a carico dei due citotipi
evidenziati. Una maggiore espressività di questo antigene emerge a livello
delle cellule delle papille.

Prog

Negativo. 

Microscopia elettronica a trasmissione

Anche il profilo ultrastrutturale della neoplasia presenta due caratteri cito-
logici diversificati a conferma di quanto è stato repertato al microscopio luce.

A livello delle zone compatte le cellule, disposte tra loro a mutuo contat-
to, sono fornite sia di apparati giunzionali sia di interdigitazioni, presenti con
modalità variabili da campo a campo per numero e per distribuzione topo-
grafica.

Tali cellule hanno forma irregolarmente poligonale e sono ben demarcate
da una netta membrana di contorno; la loro matrice citoplasmatica è compat-
ta, ma ipodensa, accoglie un’esigua quota di organuli intracitoplasmatici, ed
è attraversata da una cospicua componente di fibrille intermedie; queste pre-
valentemente occupano la fascia periferica delle cellule, si riuniscono in fa-
scetti o si distribuiscono in modo isolato, spesso sfioccandosi e ramificando-
si in modo apparentemente casuale (fig. 7 a, b).

Le cellule che rivestono le papille con forma cubico-cilindrica, con ampio
citoplasma, sono tra loro a mutuo contatto senza il rinforzo di strutture giun-
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Fig. 4. Meningioma papillare. Le zone compatte della neoplasia sono costi-
tuite di cordoni cellulari sepimentati da sottili strie fibrillari. Semifine Blu di
toluidina, 630x.

Fig. 5. Meningioma papillare. Marcatura immunoistochimica per la vimenti-
na. Positività netta e diffusa a livello delle cellule con citoplasma compatto.
Positività poco evidente a livello delle cellule vacuolizzate.Vimentina, 400x.

Fig. 6. Meningioma papillare. Marcatura istochimica per l’antigene Ki67.
Molti nuclei evidenziano una densa e netta positività. Ki67, 400x.
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zionali e interdigitazioni, la loro matrice citoplasmatica è chiara e contiene fa-
sci di fibrille intermedie; si apprezza una sorta di polarità maturativa citopla-
smatica in quanto queste strutture si accrescono di numero e si ispessiscono
nel percorso eseguito dalle cellule dagli strati basali agli strati superficiali
(fig. 8). Contestualmente a tali modificazioni si appalesa anche una progres-
siva riduzione del grado di coesione intercellulare con conseguenti fenomeni
di desquamazione.

Le strutture a pseudorosetta sono caratterizzate al microscopio elettronico
dall’esistenza di un mantello cellulare monostratificato o bistratificato che
poggia direttamente sulla membrana basale del capillare; questa sub-popola-
zione cellulare ha caratteri ultrastrutturali simili a quelli descritti a livello del-
le papille.

Conclusioni

Mediante questo caso (studiato analiticamente con tecniche di
istologia, immunoistochimica e di microscopia elettronica) è sta-
to possibile portare un contributo allo studio dei meningiomi pa-
pillari, sottolineandone alcuni peculiari aspetti morfo-biologici. 

Un primo aspetto è dato dalla possibilità della coesistenza nel-
lo stesso tumore non solo di aspetti compatti e di aspetti papillari,
ma anche dall’esistenza di una cavità cistica centrale. Un secon-
do aspetto è rappresentato dai rapporti topografici ed istogenetici
tra le suddette due componenti; queste non solo si continuano l’u-
na nell’altra per assenza di barriere, ma hanno un’istogenesi co-
mune, poiché le papille derivano dai cordoni cellulari della por-
zione compatta.

Circa il comportamento biologico di aggressività di questo
istotipo, è stato possibile in questo caso, localizzare i foci di atti-
vità proliferativa mediante la marcatura dell’antigene Ki67; è sta-
to evidenziato che i suddetti focolai sono prevalentemente raccol-
ti in sede peri-vascolare.

L’alto rischio di recidive o di metastasi a distanza di questo isto-
tipo è una conseguenza non solo del grado di attività proliferativa,
ma anche dei caratteri citologici dominanti (mitosi, atipie, etc)10, 11.

Circa le modalità attraverso le quali si concretizza tale aggres-
sività biologica, è necessario innanzitutto tener conto, così come
per gli altri meningiomi, dei livelli proliferativi e del grado di ati-
pie delle cellule; contestualmente non deve essere respinta la teo-
ria vasotropica9: è opportuno ricordare (così come in questo caso)
che la coesione intercellulare a livello delle papille e delle struttu-
re a rosetta è molto ridotta (mancano sia interdigitazioni, sia giun-
zioni intercellulari), le cellule sono desquamate e si ritrovano li-
bere in cavità e a ridosso dei vasi, ed ancora, a livello delle strut-
ture a pseudorosetta, gli strati cellulari di rivestimento sono sepa-
rati dal lume del capillare solo dalla membrana basale e spesso ta-
li elementi sono in attività proliferativa documentata dall’espres-
sività dell’antigene Ki67.

E’ corretto congetturare che questa situazione di scarsa coesio-
ne intercellulare, di attività proliferativa e di posizione peri-capil-
lare favorisca la penetrazione delle cellule nel torrente circolato-
rio con possibilità di metastasi a distanza o di recidive in loco.
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Fig. 7. Meningioma papillare. Due cellule con citoplasma compatto e ricco di
filamenti intermedi. A livello intercellulare si repertano rari desmosomi e pic-
cole interdigitazioni. TEM, 10000x (fig. 7a), 4000x (fig. 7b).

a)

b)

Fig. 8. Meningioma papillare. Cellula presente all’apice di una papilla. Il ci-
toplasma è occupato in modo diffuso da filamenti intemedi. TEM, 4000x.
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Olav Axelson, Professor Emeritus of Occupational and Envi-
ronmental Medicine and Fellow of the Collegium Ramazzini,
died at 66 years of age in Kalmar on March 1st, 2004.

Professor Axelson was born in Ålingsas, Sweden, on May 1st,
1937, and received his university education in Gothenburg, where
he completed his medical studies in 1964. He subsequently spe-
cialized in internal medicine (1970) and occupational medicine
(1976). In the meantime he had started his scientific career at the
Clinic of Occupational Medicine of the Örebro Hospital, where
he was faced by the problem of lung cancer in metal miners, thus
developing an innovative investigation on radon exposure in
mines and lung cancer, which prompted his interest for epidemi-
ological studies.

In 1977 he was appointed Professor of Occupational Medicine
in Linköping, where he also served as senior physician at the
Clinic of Occupational Medicine of the University Hospital. The
stay in Linköping would last until 2002, when he retired. For over
two decades, he devoted himself to research mainly focussed on
cancer risk from exposure to radon in dwellings and to other ion-
ising radiation, carcinogenic and neurotoxic effects of solvents,
carcinogenic effects of pesticides. He designed and implemented

many epidemiological studies in these domains, which led him to
develop interest and skill in epidemiological theory and methods,
with special reference to the design of case-referent studies and in
general issues in study validity, evaluation of bias and confound-
ing and interpretation of non positive results.

His scientific production includes over 300 papers and a num-
ber of book chapters. He was very active in teaching and training
and, inter alia, he followed 20 students some of whom from
abroad for doctoral degrees.

Olav Axelson, furthermore, was a member of several national
and international committees. Among the latter, he took part in
several working groups of the International Agency for Research
on Cancer (IARC) in Lyon, and in various committees appointed
by the US National Research Council, Environmental Protection
Agency (EPA) and National Cancer Institute (NCI).

He was a Fellow of the Collegium Ramazzini since 1985, and
received the Ramazzini Award in 2003. His activity of lecturer
and advisor led him to travel to many countries, including some
developing countries, for which he felt a particular commitment.
He was a reviewer for a number of international scientific jour-
nals and was repeatedly invited as an expert witness in the Courts
in several countries.

In all these undertakings, Olav Axelson coupled an enormous
scientific competence and expertise with a straightforward com-
mitment to improvement of human health. His moral values,
deeply rooted in the ethics of responsibility, led him to pursue an
equitable sharing of environmental quality and a fair distribution
of health within society and at planetary level. This meant for
him, amongst other things, transparency of research conduction
and evaluation, and prompt application of research findings in the
interests of prevention, without unnecessary delays due to the in-
terference of hidden or overt economic interests, against which he
tirelessly fought.

Professor Axelson’s scientific endeavour and moral lesson will
enrich the new generations engaged in the promotion of health
and the safeguarding of the environment.

Pietro Comba
Italian National Institute of Health

Rome, Italy

Francesco Forastiere
Department of Epidemiology
Health Authority, Rome, Italy

Obituary/Necrologio
Eur. J. Oncol., vol. 9, n. 1, pp. 69, 2004
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INFORMAZIONI E ISTRUZIONI 
PER GLI AUTORI

INFORMAZIONI

Il Giornale Europeo di Oncologia pubblica contributi nei vari settori del-
l’oncologia: biologia, epidemiologia, patologia e clinica.

I lavori possono essere sotto forma di:
- editoriali;
- riviste generali;
- studi e ricerche originali;
- resoconti di casi clinici;
- comunicazioni brevi;
- lettere ai Direttori.
Le lingue ufficiali della rivista sono l’italiano e l’inglese.
L’accettazione per la pubblicazione dei lavori è subordinata al giudizio

di revisori, scelti fra studiosi dell’argomento di volta in volta trattato. La Di-
rezione si riserva di richiedere eventuali modifiche indicate dai revisori, e
di apportare quelle che sono necessarie per mantenere una omogeneità di
stile nella rivista. Editoriali e riviste critiche possono essere richiesti dalla
Direzione della rivista, o essere inviati senza richiesta. In ogni caso devono
essere preparati secondo le istruzioni per gli Autori, e verranno sottoposti ai
revisori come tutti gli altri contributi.

Le pubblicazioni accettate diventano di proprietà della rivista. I lavori, o
parti sostanziali di essi, non potranno essere pubblicati in altre riviste o li-
bri, senza permesso scritto dell’Editore.

Il Giornale Europeo di Oncologia non assume alcuna responsabilità per
affermazioni ed opinioni enunciate nel giornale dagli Autori.

ISTRUZIONI PER I MANOSCRITTI
Invio

I testi completi devono essere inviati alla Redazione (presso il Cen-
tro di Ricerca sul Cancro, Bentivoglio), in TRE COPIE CARTACEE E SU
DISCHETTO. I testi inviati su supporto informatico devono essere in Word
6 (o versione inferiore) per Windows o Mac su dischetti o CD. Il dischetto
o CD va etichettato con: nome e cognome, indirizzo dell’autore e indica-
zione del programma utilizzato.

Nella lettera di accompagnamento devono essere specificate le relazio-
ni che possono porre conflitti di interesse per gli Autori in riferimento al
contenuto dell’articolo.

Stesura
I testi devono essere dattilografati o stampati, a doppio o triplo spazio, su car-

ta bianca di buona qualità, di cm 29,5 x 21, con un margine di almeno cm 2,5.
Le pagine devono essere numerate sequenzialmente.

EDITORIALI, RIVISTE GENERALI E STUDI E RICERCHE
ORIGINALI

Pagina con titolo. La prima pagina del manoscritto deve contenere le se-
guenti informazioni: 1) titolo del lavoro, in italiano e in inglese; 2) nome per
esteso degli autori; 3) nome dell’istituzione in cui la ricerca è stata fatta; 4)
riconoscimenti per le collaborazioni e per i supporti economici della ricer-
ca; 5) nome e indirizzo dell’autore a cui vanno indirizzate le comunicazioni
relative al lavoro, e a cui vanno richiesti gli estratti; e 6) titolo abbreviato di
testa che non deve superare i 45 caratteri.

Riassunto. Alla pagina con titolo segue un riassunto di massimo 250
parole, con i seguenti titoli: 1) finalità; 2) materiali e metodi o casistica
e metodi, ecc; 3) risultati; 4) conclusioni. Per tutti gli articoli, il riassunto va
preparato sia in lingua italiana che in lingua inglese, in pagine successive,
mettendo per prima versione quella nella lingua in cui è scritto il testo.

Parole chiave. Vanno indicate dopo i riassunti nelle due versioni in misura
non superiore a 5, in italiano ed in inglese.

Testo. Il lavoro deve avere chiaramente identificate le varie sezioni, e cioè
nell’ordine: introduzione, materiali e metodi o equivalenti, risultati, discus-
sione, conclusioni. Questa suddivisione non è necessaria per gli editoriali e
le riviste generali.

Bibliografia. Le voci bibliografiche dovranno essere numerate in ordine di
citazione ed il numero riportato nel testo tra parentesi. Tutta la bibliografia
citata dovrà essere dattiloscritta su fogli separati e numerata secondo l’or-
dine di citazione, secondo gli esempi riportati di seguito. 

Stile della bibliografia

Articolo in rivista, fino a 3 autori:
Sheibani K, Battifora H, Burke J. Antigenic phenotype of malignant me-

sotheliomas and pulmonary adenocarcinomas. Am J Pathol 1986;
123: 212-9.

Articolo in rivista, più di 3 Autori:
Fisher B, Costantino JP, Redmond CK, et al. Endometrial cancer in ta-

moxifen-treated breast cancer patients: findings from the National
Sur-gical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP) B-14. J Natl
Cancer Inst 1994; 86: 527-37

Il Giornale Europeo di Oncologia, Organo Ufficiale della
Società Italiana Tumori (SIT)/Prevenzione, Diagnosi e Terapia, è promosso dalla: 
Fondazione Europea di Oncologia e Scienze Ambientali “B. Ramazzini”
via Guerrazzi, 18 - 40125 Bologna, Italia 
telefono: per l’Italia 051/237286 - per l’estero 0039/051/237286
fax: per l’Italia 051/2911679 - per l’estero 0039/051/2911679
e pubblicato presso la: 
Mattioli 1885 - Casa Editrice
via Coduro, 1/B - 43036 Fidenza  (PR) - Italia 
telefono: per l’Italia 0524/84547 - per l’estero 0039/0524/84547
fax: per l’Italia 0524/84751 - per l’estero 0039/0524/84751
Tutta la corrispondenza editoriale deve essere indirizzata a: 
Redazione Giornale Europeo di Oncologia
Centro di Ricerca sul Cancro, 
Castello di Bentivoglio, Via Saliceto 3, 40010 Bentivoglio (Bologna), Italia 
telefono: per l’Italia 051/6640650-6640143 - per l’estero 0039/051/6640650-6640143
fax: per l’Italia 051/6640223 - per l’estero 0039/051/6640223

Tutta la corrispondenza amministrativa va invece inviata alla Mattioli 1885 - Casa Editrice.
Il Giornale Europeo di Oncologia viene inviato gratuitamente ai Soci della SIT in 
regola con le quote associative.

La rivista esce con periodicità trimestrale

GIORNALE  EUROPEO  DI  ONCOLOGIA

EUROPEAN JOURNALOF ONCOLOGY
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Libro completo:
Selikoff IJ, Lee DHK. Asbestos and disease. New York: Academic

Press, 1978.

Capitolo di libro:
Freedman AS, Nadler LM. Non-Hodgkin’s lymphomas. In Holland JF,

Breast RC J, Morton DL, et al. Cancer Medicine, IV Ed, 2. Balti-
more: Williams and Wilkins, 1997, 2757-95.

Capitolo di libro che costituisce gli atti di un convegno:
Lipkin M. Current knowledge of the cancer latent period. Chemopre-

vention strategies during colonic cancer development. In Maltoni C,
Soffritti M, Davis W. International Forum, The Scientific Bases of
Cancer Chemoprevention, Amsterdam: Excerpta Medica, 1996, 61-
71.

Abstract:
Abeloff MD, Gray R, Tarmey DC, et al. Randomized comparison of

CMFPT versus CMFPT/VATHT and maintenance versus no mainte-
nance tamoxifen in premenopausal, node positive breast cancer. An
ECOG study. Proc Am Soc Clin Oncol 1991; 10, 43: abstr 47.

Supplemento:
Elison LO, Ekberg L. Ifosfamide, doxorubicin, vincristine, and etoposi-

de in small cell lung cancer. Semin Oncol 1995; 22 suppl 2: 15-7.

Editoriale:
Morrow M. The natural history of ductal carcinoma in situ: implications

for clinical decision making. Cancer 1995; 76: 1113-5 (editorial).

Lettera all’Editore:
Peat IM, Madden FJF. Neurological assessment of high grade astrocy-

tomas following high dose radiotherapy as sole treatment. Clin On-
col 1995; 7: 273 (letter).

Resoconto scientifico o tecnico:
Akutsu T. Total heart replacement device - Bethesda (MD): National In-

stitute of Health, National Heart and Lung Institute; 1974 Apr. Re-
port No.: NIH-NHLI-69-2185-4

Articolo di giornale:
Rensberger B, Specter B. CFCs may be destroyed by natural process.

The Washington Post 1989 Aug 7; Sect. A:2 (col. 5).

Tabelle. Le tabelle devono essere dattiloscritte o stampate, ciascuna in un
foglio o più fogli separati, e vanno numerate progressivamente, in alto a si-
nistra, con numeri arabi (e come tali citate nel testo). Ogni tabella va illu-
strata con un titolo che deve comparire in testa a fianco del numero di iden-
tificazione. Eventuali legende, che devono comprendere anche la specifica-
zione delle abbreviazioni, vanno posizionate ai piedi della tabella, e identi-
ficate con lettere minuscole. Le tabelle vanno inserite nel lavoro dopo il te-
sto e la bibliografia.

Figure. I grafici, gli schemi, i disegni, le foto (microfoto o macrofoto) van-
no denominati come figure, e vanno identificate con numeri arabi, pro-
gressivamente, come un’unica categoria. Le loro dimensioni devono tene-
re conto di quelle della rivista, pur considerando l’eventualità di riduzioni. 
Le fotografie devono essere di alta qualità tecnica, e vanno inviate non
montate nè ritoccate. In ciascuna fotografia sul retro, leggermente a mati-
ta, vanno scritti il nome dell’Autore ed il numero progressivo, e indicata la
base. Le legende delle figure vanno riportate, in un foglio o più fogli a par-
te, dattilografate o stampate a doppio spazio, sotto il titolo di pagina
FIGURE. Tutte le legende delle figure e le figure stesse vanno inserite do-
po le tabelle.
Per quanto concerne il supporto informatico, i files devono essere salvati
su dischetto, CD o ZIP formattati PC o MAC. Le immagini vanno salvate
come singolo file in formato di 10x15 cm. I DISEGNI-GRAFICI-DIA-
GRAMMI (tratti bianco/nero) devono avere una risoluzione di 800 dpi ed
essere salvati in formato BMP (bit map) o TIFF. Le RADIOGRAFIE (sca-
la di grigio) e le immagini digitali (colore) devono avere una risoluzione di
300 dpi ed essere in formato JPEG con compressione media.

RESOCONTI SU CASI CLINICI

I testi devono essere preparati secondo le indicazioni fornite per gli ar-
ticoli su studi e ricerche originali. Il resoconto deve avere chiaramente
identificate le varie sezioni, e cioè: introduzione, materiali e metodi, dati
generali sulla casistica, illustrazione della casistica, discussione e conclu-
sioni.

COMUNICAZIONI BREVI

Le comunicazioni devono riguardare contributi di particolare novità ed
attualità. Devono essere dattiloscritte o stampate in doppio spazio, e non de-
vono essere più lunghe di 3 pagine, escludendo bibliografia, tabelle e figu-
re. La sequenza delle sezioni (che tuttavia non vanno evidenziate), la bi-
bliografia, le tabelle e le figure devono uniformarsi alle stesse istruzioni for-
nite per gli articoli su studi e ricerche originali. Se accettate, le comunica-
zioni brevi avranno una speciale priorità nella pubblicazione.

LETTERE ALL’EDITORE

Le lettere all’Editore sono ben accette e, se il loro contenuto è interes-
sante, vengono pubblicate. Le lettere devono essere dattiloscritte o stam-
pate in doppio spazio, non devono essere più lunghe di due pagine.
L’Autore deve proporre un titolo, e deve sottoscriversi, indicando anche
l’istituzione di appartenenza. La lettera può fare riferimento a voci biblio-
grafiche, che devono essere contenute nel numero ed essere assolutamen-
te specifiche.

CORREZIONE DELLE BOZZE
Gli Autori riceveranno le bozze per la lettura e la correzione degli erro-

ri di stampa. In sede di bozze sono ammesse soltanto minime modifiche del
dattiloscritto: gli Autori che apporteranno eccessive modificazioni devono
sostenerne il costo. Le bozze corrette devono essere inviate alla Redazione
entro 5 giorni dal loro ricevimento.

ESTRATTI
Gli estratti dei lavori devono essere richiesti con l’apposito modulo, che

viene inviato insieme alle bozze. Nello stesso modulo è indicato il costo de-
gli estratti a seconda del numero delle pagine e del numero di copie. Colo-
ro che desiderano avere estratti di un articolo comparso sul Giornale Euro-
peo di Oncologia devono richiederlo all’Autore di riferimento, all’indirizzo
indicato nella prima pagina del testo.

ANNUNCI
Gli annunci di convegni, congressi e simili, che possono interessare i

Lettori del Giornale Europeo di Oncologia, possono essere inviati alla Re-
dazione, almeno quattro mesi prima dell’evento. Gli annunci sono pubbli-
cati a pagamento, ed il costo varierà a seconda della lunghezza dell’annun-
cio. Per ulteriori dettagli rivolgersi alla Casa Editrice Mattioli.

PUBBLICITÀ
Il Giornale Europeo di Oncologia pubblica inserzioni pubblicitarie ine-

renti a settori di interesse per i Lettori. La pubblicazione degli annunci pub-
blicitari è sottoposta ad approvazione dei Direttori della rivista. Per gli
aspetti economici ed amministrativi rivolgersi alla Mattioli 1885 - Casa
Editrice.

TRASFERIMENTO DEL COPYRIGHT
Si prega di accludere al manoscritto una dichiarazione di cessione del

copyright al Giornale Europeo di Oncologia. Citare il titolo dell’articolo, la
data di invio e il nome di tutti i co-autori con le firme autografe.
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