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RIASSUNTO

L'inadeguatezza delle conoscenze scientifiche relative alla
sicurezza di importanti prodotti che fanno parte della dieta
quotidiana, ha motivato I'Istituto Ramazzini a dare vira
ad un impegnarivo programma di studi sperimentali di
cancerogenicit su ratti e topi riguardanti varie tipologie di
prodotti fra cui alcuni dolcificanti artificiali quali: I'aspar-
tame, il sucralosio, I'acesulfame-porassio.

Laspartame (APM) ¢ il dolcificante artificiale maggior-
mente utilizzato dopo la saccarina ed & presente in oltre
6000 prodotti, dei quali oltre 500 farmaci, fra cui nume-
rosi usati anche in pediatria. Sono centinaia di milioni
le persone che usano quoridianamente APM e, fra essi, i
bambini ¢ le donne in gravidanza sono i maggiori con-
sumatori {circa 2,5-5 mg/kg p.c. al di). Il consumo gior-
naliero di aspartame permesso dalla normativa europea &
di 40 mg/kg p.c.

Laspartame non risulta cssere genotossico nei vari sistemi
in vitro ed in vivo utilizzati. Studi sperimentali a lungo
termine su ratti ¢ topi condorti dall’industria produrtrice
negli anni ‘70, non hanno evidenziato efferti canceroge-
ni. Complessivamente 2 nostro avviso, ma anche secondo
aleri, i suddetti studi non si possono ritenere adeguati per
dimostrare la sicurezza delPaspartame per quanto riguar-
da gli effetti tossici a lungo termine, in particolare quelli
cancerogeni. Cid a causa di limiri del disegno sperimentale
quali soprateurco un ristretto numero di animali per sesso ¢
per gruppo sperimentale, ¢ la durata della sperimentazione
(limitata ai 2/3 della vita degli animali}.

Per questi motivi a partire dalla fine degli anni '90 I'lstituto
Ramazzini ha dato corso ad una serie di esperimenti su
ratti ¢ topi nei quali 'APM ¢ stato somministrato nel cibo
a vari livelli di dose ¢ ad un ampio numero di animali per
sesso e per gruppo, iniziando il tratctamento a diverse eta
(prenarale ¢ postnatale) e per diversa durata (breve periado
o per tutta la vira) e tenendo gli animali di tutri gli espe-
rimenti sotto osservazione fino alla loro morte spontanea.
Nel presente lavoro sono riportati e commentati i risultati
del primo esperimento (su 1800 ratti) in cui Iesposizione
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¢ iniziara a 8 settimane di eti e continuata per tutta la vita,
e del secondo esperimento (su oltre 470 ratei) in cui il trac-
tamento ¢ iniziato dal 12° giorno di vira fetale (trattando
la madre) e continuaro per tutta la vita.
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INTRODUZIONE

Le grandi vie attraverso le quali I'uvomo entra in conratto
con 'ambiente che lo circonda sono essenzialmentre tre:
quella cutanea, quella respiratoria e quella ingestiva, At-
traverso la via ingestiva vengono introdotti nell’organismo
non solo alimenti, bevande ed in generale tutto cid che
viene portato alla bocea con le dita, ma anche cid che si
deposita nel cavo orale dall’aria che si respira. E certo perd
che gli alimenti e le bevande rappresentano il velume pit
rilevante di cid che viene ingerito.

Lalimentazione negli ultimi decenni ha subito un muta-
mento quantitativo e soprattutto qualitativo straordinario,
in conseguenza di uno sviluppo consumistico dell'econo-
mia di mercaro che ha determinato nei paesi industrializ-
zati un profondo cambiamento sociale.

Basti pensare agli efferti che ha avuto, a partire dall'inizio
degli anni '80, il decremento lento ma costante del reddito
familiare, basaro fino ad allora prevalentemente sul lavoro
maschile. Questa ed altre motivazioni, hanno spinto un
gran numero di donne ad entrare nel mondo del lavoro
determinando un aumento della domanda di servizi, fra
cui la preparazione del cibo per la famiglia, in preceden-
za comunemente svolti dalla “donna di casa”. E quindi,
mentre nel passato venivano dedicate quattro o cinque ore
della giornara per curare il cibo familiare, oggi in oltre la
merd delle famiglie possono essere sufficienti anche pochi
minuri: basta acquistare cibi preconfezionati e riscaldarli
nel forno a microonde.

Per dare la dimensione della diffusione di questo nuovo
comportamento, basti pensare, come riportato in una in-
teressante e nota pubblicazione di Schlosser (2001}, che
circa il 90% dei soldi spesi dagli Americani per il cibo ser-
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TABELLA 1
PROGETTO INTEGRATO DI STUDI SPERIMENTALI DI CANCEROGENICITA

SULLASPARTAME CONDOTTI DAL CENTRO DI RICERCA SUL CANCRO CESARE

MALTONI DELLISTITUTO RAMAZZINI

Animali

Esperimenti Specie N Stato dell’arte
1 Ratti Sprague Dawley 1.800 Pubblicato {2005; 2006)
2 Ratti Sprague Dawley 470 Pubblicato (2007)
3 Ratti Sprague Dawley 429 in corso (biofase terminata)
4 Ratti Sprague Dawley 430 In corso {biofase terminata)
5 Topi Swiss 852 In corso (pre-pubblicazione)

vono per acquistare alimenti preconfezionati o, come al-
trimenti si dice, “lavorati”. Oltre a cid ogni anno vengono
introdotti sul mercato cirea diecimila nuovi tipi di prodori
alimentari preconfezionati.

I cibi preconfezionati per essere conservati nel lungo pe-
riodo, efo essere pronti all’'uso, devono essere congelari e
disidratari e quindi trattati con preservanti per la conserva-
zione a lungo termine. Cid ha un effetto negativo sulla loro
appetibilita dovuto, ad esempio, alla perdita di gran parre
del sapore. Il sapore pud perd essere recuperato mediante
I'uso di aromatizzanti chimici volatili che servono a ripro-
durre i sapori desiderati dal consumatore. La riproduzione
artificiale di un aroma comporta un processo di sintesi chi-
mica molto complesso. Come esempio basta ricordare che
per riprodurre I'aroma della fragola & necessaria la miscela
di piccolissime quantiti di almeno 350 composti chimici
{Schlosser, 2001)".

Altre sostanze utilizzate per rendere pit desiderabili i cibi
preconfezionari sono i coloranti. Vari studi hanno dimo-
strato che il colore del cibo pud condizionare la perce-
zione positiva dello stesso al pari del sapore, tanto che
lo stesso cibo & pitl gradito quando il colore & brillante
piuttosto che opaco.

Olrre ai preservanti, gli aromatizzanti ed i coloranti, non
possono essere dimenticati gli emulsionanti, gli addensanti,
gli anciossidanti, gli edulcoranti, i gelificanti, gli sbiancan-
ti e tanti altri ancora. Tutte queste sostanze entrano a far
parte di quel lungo elenco di prodotti che vengono definiti

“additivi alimentari”. Gli additivi alimentari sono per legge
sostanze senza potere nutritivo che vengono aggiunti al
cibo per conservare nel tempo le sue proprietd chimiche e
fisiche oltre che impartire particolari caratteristiche inerenti
I'aspetto, i sapori e la consistenza: in definitiva svolgono
una funzione di “cosmesi” degli alimenti.

La trasparenza richiesta dalle normative vigenti per quanto
riguarda i costituenti chimici dei vari additivi & quasi ine-
sistente, il che consente alle industrie produttrici di man-
tenere segrete le formule. Cid che viene rivelato sono le
categorie di prodotti presenti: edulcoranti, aromatizzanti,
emulsionanti, ecc.

Ne consegue che la possibilitd per le associazioni che si
occupano della tutela dei dirirti del consumatore di porer
valurare la sicurezza dei vari prodotti in commercio risulta
estremamente limitaca.

Linadeguatezza delle conoscenze scientifiche relative alla
sicurezza di importanti prodotti che fanno parte della
dieta quotidiana, ha mortivato I'Istituro Ramazzini a dare
vita ad un impegnativo programma di studi sperimen-
tali di cancerogenicitd su ratti e topi riguardanti varie
tipologie di prodotti, in particolare additivi, fra cui alcu-
ni dolcificanti arrificiali quali: I'aspartame, il sucralosio,
Iacesulfame-porassio.

Nel presente lavoro vengono riportati i risultati, 2 tutt’oggi
pubblicati, degli studi condotti sull'aspartame, i progetti
in essere e futuri ¢ quindi alcune considerazioni finali di
carattere generale.
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DATI GENERALI SULLASPARTAME

L'aspartame (APM) ¢é stato scoperto casualmente nel 1965
da un chimico di una industria chimica americana, la Se-
arle G.D., poi entrata a far parte del gruppo Monsanto.
Oggi, dopo la saccarina, I'asparrame ¢ il dolcificante arti-
ficiale maggiormente urilizzaro. E presente in oltre 6000
prodorti, fra cui oltre 500 farmaci, di cui numerosi usati
anche in pediatria. Sono centinaia di milioni le persone
che usano quotidianamente aspartame e, fra esse, i bambi-
ni e le donne in gravidanza sono i maggiori consumatori
(circa 2,5-5 mg/kg p.c. al di) (Butchko, 2002)2. I consu-
mo giornaliero di aspartame ammesso dalla normativa eu-
ropea e dalla Food and Drug Administration (FDA) negli
USA & rispettivamente di 40 mg/kg p.c., ¢ 50 mg/kg p.c..
Una volra ingerito, ’APM viene metabolizzato, sia nei ro-
ditori che nell'uomo, a livello del tratto intestinale in due
aminoacidi, la fenilalanina e 'acido aspartico, ¢ in metano-
lo il quale a sua volta vienc metabolizzato in formaldeide e
quindi in acido acerico.

L'aspartame non risulta essere genotossico nei vari test in
vitro ed in vivo utilizzati. Studi sperimentali a lungo ter-
mine su ratti e topi condorti dalla Searle G.D., I'industria
produttrice negli anni '70, non hanno evidenziato effetti

TABELLA 2

cancerogeni. Complessivamente a nostro avviso, ma anche
secondo altri, i suddetti studi non possono ritenersi ade-
guati per dimostrare la sicurezza dell’aspartame, soprarrut-
to per quanto riguarda gli efferti tossici a lungo termine,
in particolare quelli cancerogeni. Cid a causa di limiti del
disegno sperimentale dovuti soprarttutto al ristretto nume-
ro di animali per sesso e per gruppo sperimentale (30-32
rispetto agli standard atcuali richiesti, almeno 50 per sesso
e per gruppo) e alla durata della sperimentazione (ridotta
ai 2/3 della vita degli animali).

Per questi motivi 2 partire dalla fine degli anni 90 nei
laboratori del Centro di Ricerca sul Cancro “Cesare Malto-
ni” dell'Istituro Ramazzini sono stati condomi esperimenti
su ratti € topi nei quali 'aspartame & stato somministrato
con il cibo a vari livelli di dose ¢ ad un ampio numero di
animali per sesso e per gruppo, iniziando il trattamenro
a diverse erd (prenartale o postnatale) e per diversa durata
(breve periodo o per tutta la vita) e comunque tenendo gli
animali di tutti gli esperimenti sotto osservazione fino alla
loro morte spontanea. Complessivamente il numero degli
animali sperimentali utilizzati fino al momento attuale & di
oltre 3900 (Zabella 1). 1l progetro ¢ finanziato interamente
dall'Istituto Ramazzini.

INCIDENZA DI LINFOMI/LEUCEMIE IN RATTI SPRAGUE-DAWLEY FEMMINE

TRATTATE CON APM NEL CIBO DA 8 SETTIMANE DI ETA FINO A MORTE
SPONTANEA

pois P 1 an'I mali alFinizio Animali portatori di linfoma/leucemia*
{mg/kg p.c.) dell’'esperimento
N. %
100.000 {5.000) 100 25 25,0
50.000 {2.500) 100 25 25,0
10.000 (500) 100 19 19,0
2.000 {100) 150 28 18,7
400 {20) 150 30 20,0"
8o (4) 150 22 14,7
0 (0) 150 13 8

= i valore di significativite relativo alla dose-risposta é riportato vicine allincidenza del gruppe di controlfo
? p<0,05 usando it poly-k test (k = 3}
! p<0,01 usando il poly-k test (k = 3}
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RISULTATI DEL PRIMO STUDIO

Il primo studio & stato condotto su 1800 raui (100-150
per sesso per gruppo) di 8 settimane di exa all’inizio del
trattamento. Al fine di simulare unassunzione giornalie-
ra pari a 5000, 2500, 500, 100, 20, 4, oppure 0 mg/Kg
di p.c., 'APM ¢ staro aggiunto alla diera standard nelle
quantita di 100.000, 50.000, 10.000, 2.000, 400, 80, 0
ppm. Il trattamento degli animali & duraro fino alla loro
morte naturale. Di ogni animale deceduto ¢ stata fat-
ta una necropsia complera ed efferruata una valutazione
istopatologica di tutti gli organi e tessuti prelevari, per un
totale di oltre 30.000 preparati istopatologici esaminati
microscopicamente.

I risultati dello studio hanno evidenziato che: 1) I'asparta-
me induce un aumento significativo dose-correlato dell'in-
cidenza di linfomi e leucemie (7abella 2) e di neoplasie
delle pelvi renali nelle femmine, e dei tumori maligni dei
nervi cranici periferici nei ratti maschi. Tale aumento stari-
sticamente significativo & staro osservato anche alla dose di
20 mg/kg di p.c., una dose inferiore a quella ammessa per
'uvomo dalla normativa vigente (50-40 mg/kg di p.c.}; 2)
I'agpiunta di aspartame al cibo comporta una diminuzione
dell’assunzione di cibo correlata con la dose del composto,
senza perd determinare una differenza del peso corporeo
tra gli animali trattati risperto a quelli non trattati.

Sulla base di questi risultati ¢ stato dimostrato per la prima
volta sperimentalmente, che 'APM & un agente canceroge-
no multipotente, cio? in grado di indurre tumori maligni

TABELLA 3

nei ratti, anche a dosi correntemente ammesse per ['ali-
mentazione umana. I dati inoltre hanno dimostrato che
I'integrazione della dicta con aspartame non induce alcuna
medificazione dell'andamento del peso corporeo degli ani-
mali trattati rispetto ai non trattari.

I risultati dell’esperimento sono stati comunicari nella pri-
mavera del 2005 alle aurorita di sanita pubblica, in spe-
cifico all'Istituto Superiore di Saniti in aprile e in giugno
all’Agenzia Europea per la Sicurezza degli Alimenti (EFSA)
di Parma. Sempre in giugno i dati sono stati comunicati e
discussi all'Universiti della Columbia a New York, all'Isti-
tuto Nazionale del Cancro a Washington, ed al National
Toxicology Program in Nord Carolina, USA.

I primi risultati sono stari pubblicati sul Giornale Euro-
peo di Oncologia nel giugno 2005 (Soffritei et al., 2005)*
e, successivamente, i risultati finali sono stari presentati
a Bologna alla conferenza internazionale promossa dal
Collegium Ramazzini su “Progerrare il Futuro alla Luce
del Passaro: Vivere nel Mondo della Chimica” nel Settem-
bre 2005, e pubblicati sugli Annali dell’Accademia delle
Scienze di New York (Belpoggi et al., 2006)* ¢ infine su
Environmental Health Perspectives (Soffritti et al., 2006)°.
Data la consolidata e riconosciuta esperienza del Centro
di Ricerca sul Cancro dell’Istituto Ramazzini nella con-
duzione di studi di cancerogenicita su rodirori, ¢ il livello
di sensitivita dello studio, per 'ampio numero di ratti per
sesso ¢ per livelli di dose saggiati, i risultati hanno attratto
I'attenzione e l'interesse della comunira scientifica oltre che

INCIDENZA DI TUMORI MALIGNI IN RATTI SPRAGUE-DAWLEY MASCHI TRATTATI
CON APM NEL CIBO DAL 12° GIORNO DI VITA FETALE FINO A MORTE SPONTANEA

Dose ppm N. Tumori maligni® Animali portatori Animali portatori
(mg/kg  animall  Animali portatori = ¥ di linfoma/ di carcinoma
p.c.) allinizio di tumori umori tota leucemia mammario

N.x 100
N. % N. animali N. % N. %
2.000 (100) 70 28 40,07 3 443 12 171 2 2,9
400 (20) 70 18 25,7 19 271 11 15,7 0 -
0 (0) a5 23 24,21 26 274 9 95 0 -

= ff valore di significativitd relativo allia dose-risposta & riportat wicino alfincidenza del aruppo di controlia

¥p <0,01 usando it Cox Regression Model
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TABELLA 4

INCIDENZA DI TUMORI MALIGNI IN RATTI SPRAGUE-DAWLEY FEMMINE TRATTATE
CON APM NEL CIBO DAL 12° GIORNO DI VITA FETALE FINO A MORTE SPONTANEA

Tumorl maligni®

Dose ppm N.

Animali portator}

Animali portatorl
T e "ot Tumortaal  liomiescmie o
N. % N X100 % N. %
animali
2.000 (100) 70 37 52,9 60 85,7 22 314" 11(15 157
400 (20) 70 31 443 44 62,9 12 171 5(6) 71
0 (0) as 42 442 48 50,5 12 12,6! 5(6) 5,31

* I werlore i significativitd relativo alla dose-risposta é riportato vicing allincidenza del gruppo df contralio
" Numera dlanimall (numera di tuman, Un enjmele pud essere portatare dl timerd mudtipll

! pell05; "p <001 usanda il Cox Regression Mode!

TABELLA S

CONFRONTO DELL'INCIDENZA DI LINFOMI/LEUCEMIE (L/L) IN RATTI SPRAGUE

DAWLEY FEMMINE QUANDO L'ESPOSIZIONE AD APM INIZIA DAL PERIODO
PRENATALE O POSTATALE E CONTINUA PERTUTTA LAVITA

Percentuale di anlmali portatori di L/L

Dose ppm (mg/kg p.c.) Esposizione prenatale % Esposizione postnatale %
{N. animall allInizio} (N. animali allinizio)
2.000{100) 31,4 (70) 18,7 (150)
400 (20) 17,1 (70) 20,0(150)
o (0) 12,6 (95) 8,7 (150}

delle agenzie nazionali e internazionali responsabili della
tutela della sicurezza degli alimenti fra cui il Consiglio Su-
periore della Sanita del Ministero della Salure, EFSA, e
la FDA degli USA.

RISULTATI DEL SECONDO STUDIO

Appena fu percepito, durante la elaborazione dei risultati del
primo studio, che I'aspartame produceva effetti cancerogeni,
fu immediatamente avviato un secondo studio, sempre su
rat, iniziando il trattamento dalla vita prenatale (il periodo
piti vulnerabile) fino alla morte spontanea, al fine di con-
sentire una pill adeguata quantificazione dei rischi cance-
rogeni. Lo studio (Soffritti et al., 2007)¢ & stato condortto

su 400 ratti Sprague-Dawley maschi e femmine (70-95 per
sesso/gruppo), trattati con APM nel cibo alla dose di 2.000,
400, 0 ppm (equivalente a 100 e 20 mg/kg di p.c.) a partire
dal 12° giorno di vita fetale fino a morte spontanea. Tutt
gli animali sono stati osservati per tutra la vita, sotroposti a
completa necropsia dopo il decesso, a cui ¢ seguito I'esame
microscopico di tutti i tessuti ed organi prelevati.

Lo studio ha dimostrato che 'aspartame induce un aumen-
to significativo dell'incidenza di linfomi/leucemie in ma-
schi e femmine e dei carcinomi mammari nelle femmine
(Tabelle 3 ¢ 4). Lo studio ha dimostraro inoltre che quando
il trattamento inizia a partire dalla vita fetale, I'effetto can-
cerogeno aumenta (Tabella 5).
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

I due studi di cancerogenicita sul’APM, condotti su ratti
Sprague-Dawley trattati a partire dal periodo prenatale
o postatale e quindi per rutta la vita, hanno dimostrate
che ’APM ¢ un agente cancerogeno multiportente, capace
di indurre nei ratci neoplasie anche a dosi ammesse per
I'alimentazione umana (inferiori a 50-40 mg/kg di p.c.).
Questi risultati non sono in accordo con i risultati ne-
gativi degli studi sui ratti ottenuti a metd degli anni '70
dall'industria produttrice. In verita i suddetti studi non
sono confroncabili in quante: 1) il numere di anima-
li per sesso e per gruppo (30-60) utilizzati negli studi
dell'industria produttrice & molto piti piccolo rispetto al
numero utilizzato nei nostri esperimenti ed anche rispetto
al numero di animali richiesto attualmente dalle agenzic
internazionali per gli studi di cancerogenicita (almeno 50
per sesso € per gruppo); e 2) la durata dell’osservazione,
pari ai due terzi della vira degli animali, rispetto all’inte-
ro arco vitale nei nostri esperimenti. Questi due fattori
effertivamente condizionano negativamente la sensibilita
degli studi condotti dalla Searle G.D.

Nonostante cid, i nostri risultati sono stati oggeuro di
severe critiche da parte dell'industria, di agenzie nazionali
ed internazionali e di alcuni autori, che personalmente
non accettiamo.

La prima reazione negativa ¢ venuta dall’EFSA (2006)7 [a
quale, a proposito dell'aumento significativo dose-correla-
to dei linfomi e leucemie negli animali tractati con APM
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affermava che “cid non ¢ dovuto al’APM..., ma la spie-
gazione pill plausibile ¢ che sia dovuto ad infezioni respi-
ratorie di cui soffrivano gli animali®. La FDA degli USA
(2007)® concordava con questa valutazione di EFSA.

A questa obiezione abbiamo risposto che gli animali la-
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respiratorie terminali, sia per quanto riguarda ratti e
topi che 'uvomo (Soffricti, 2006)%. Oltre a cid, i linfomi
e leucemie riguardavano il pit delle volte non soltanto
un organo (il polmone), ma a volte anche altri tessuri ed
organi (fegato, milza, linfonodi, ecc), a conferma che le
neoplasie ematopoietiche sono sistemiche e non seconda-
rie a processi inflammatori (Soffritti et al., 2007)°.

E infine da notare che dopo la comunicazione ¢ la pub-
blicazione dei dati sulla cancerogenicita dell’aspartame,
non una ricerca é stata compiuta o programmata dalle
agenzie preposte ¢ dalle industrie interessate, come anche
richiesto in vari casi da membri della comunita scienti-
fica interhazionale (Abdo er al., 2007; Huff and Ladou,
2007; Davis, 2008; Caldwell et al., 2008; Caldwell et
al.,, 2009)>13,

In conclusione, sulla base dei risultati dei nostri studi
fino ad ora portati a termine, & urgente, a nostro avviso,
rivedere le normative attuali che riguardano I'assunzione
giornaliera di aspartame. Cib ¢ possibile applicando, in
termini caurelativi, il principio di precauzione, a prote-
zione delle fasce di popolazione a maggior rischio, i bam-
bini e le donne in gravidanza.
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