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Razionale:  

Questa ricerca nasce dall'osservazione di un numero significativamente elevato di casi di tumori 

odontogeni fibro-ossei per lo più benigni e a  crescita illimitata (ameloblastoma, fibroma 

ossificante, fibromixoma, displasia fibrosa e forme miste) (1) in pazienti pediatrici e giovani adulti, 

in particolare in Uganda e nella Repubblica Democratica del Congo. Questi tumori sono molto più 

frequenti in Africa Equatoriale e nei Paesi emergenti (Asia, America Meridionale) rispetto ai Paesi 

sviluppati, dove sono considerati estremamente rari (1,3,5,6).  Attualmente non esistono dati 

epidemiologici a causa della mancanza di ospedali e della insufficienza e scarsa registrazione dei 

casi. specialmente nelle aree rurali. L'eziologia di questi tumori è ancora sconosciuta, ma si ipotizza 

una possibile correlazione con l' infezione da Arenavirus, in particolare il Virus di Lassa, a causa 

delle condizioni di vita e delle abitudini alimentari delle popolazioni locali (1,12,15,22). Non esiste 

una terapia medica, ma esclusivamente chirurgica, che prevede un'ampia resezione demolitiva ossea 

dei mascellari colpiti, lasciando i pazienti gravemente mutilati e rappresentando anche un rilevante 

problema sociale, poiché i giovani pazienti vengono isolati in conformità con le tradizioni locali.  
Inoltre, questi tumori presentano un'altissima frequenza di recidiva con possibilità di trasformazione 

maligna (20), portando quasi sempre alla morte dei pazienti. Il Virus di Lassa è un virus zoonotico 

che infetta attraverso i ratti e pipistrelli (13), molto simile al virus Ebola ed è stato trovato in 

campioni tumorali nella popolazione rurale della R.D.del Congo (2,20,24). La letteratura esistente è 

scarsa e spesso incoerente riguardo all'incidenza e alle cause dei tumori odontogeni fibro-ossei nei 

Paesi in via di sviluppo. Tuttavia, recenti studi suggeriscono una possibile correlazione tra infezioni 

virali e carcinogenesi, inclusi alcuni articoli che avvalorano l'ipotesi del Virus di Lassa come nuovo 

oncovirus e soprattutto a seguito di uno studio pilota che ha rilevato un'alta carica virale del Virus di 

Lassa in campioni biologici tumorali: 

 

de Feo M. et al., "Arenavirus as a potential etiological agent of odontogenic tumours in 

humans", Journal of Experimental & Clinical Cancer Research (2020) 39:34. 

de Feo M. et al., "Detection of Lassa virus in a pilot cohort of odontogenic fibrous-bone 

tumors", Anatomia 2024, 3, 57-67. 

Lassa fever and carcinogenesis: emerging as new areas of concern in clinical surgery" -            

International Journal of Surgery: Global Health 6(6) November 2023. 

Lassa fever and tumor: A new concern in clinical surgery" - Formosan Journal of Surgery   

56(3) May-June 2023 

Le implicazioni cliniche e terapeutiche di questa correlazione porterebbero a confermare 

l'eziologia virale dei tumori e a sviluppare una terapia medica in grado di evitare la 

devastante e deformante chirurgia. Inoltre, ulteriori studi, potrebbero identificare il Virus di 

Lassa come nuovo virus oncogeno. 
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Scopo della Ricerca: 

• Verificare la presenza del Virus di Lassa nei campioni di tumore odontogeno fibro-osseo 

mediante test RT- PCR. 

• Correlare la presenza del Virus di Lassa con l'eziologia e la patogenesi dei tumori 

odontogeni fibro-ossei. 

• Proporre un'ipotesi ben fondata sulla causa patogenetica dei tumori odontogeni fibro-ossei 

attribuibile all'Arenavirus. 

• Sviluppare potenziali terapie mediche per ridurre l'incidenza e la recidiva di questi tumori. 

Metodi e Materiali 

Campionamento: 

• Prelievo di campioni di tessuto tumorale da 75 pazienti affetti e 75 controllo. 

• Conservazione dei campioni in RNA later per  l'analisi molecolari. 

• Conservazione dei campioni in formalina per l’esame istologico 

Analisi virale: 

• La rilevazione virus Lassa verrà effettuata mediate analisi  RT-PCR dei campioni di tessuto 

tumorale mediante RealStar Lassa Virus RT-PCR Kit (Altona). 

• Sequenziamento genetico completo del genoma virale mediante tecniche di Next Generation 

Sequencing (NGS) per confermare l'identificazione. 

Per effettuare le analisi virologiche i campioni conservati in RNAlater verranno estratti e analizzati 

inizialmente mediante RT-PCR. I campioni che risulteranno positivi alla prima analisi verranno 

sequenziati mediante piattaforma MiSeq Illumina 

Analisi Statistica: 

• Correlazione dei dati clinici e virologici per determinare la significatività statistica. 

Obiettivo 

• Analizzare la presenza del Virus di Lassa in campioni tumorali e non tumorali prelevati da 

pazienti affetti da tumore e da pazienti di controllo e correlarlo all’eziologia dei tumori. 

Ipotesi 

• Il Virus di Lassa è più frequentemente presente nei campioni tumorali rispetto ai campioni 

non tumorali e ai campioni dei pazienti di controllo. 

Disegno sperimentale 

Workpackages: 

• WP1: (mese 0-mese 24): Ottenimento delle autorizzazioni, identificazione e reclutamento 

dei pazienti, raccolta e conservazione dei campioni. 

• WP2 (mese 24-mese 36): Esecuzione delle analisi di laboratorio, raccolta e analisi dei dati. 
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• WP3 (mese 36-mese 48): Interpretazione dei risultati, pubblicazione e disseminazione dei 

risultati.  

Gruppi di Studio: 

Verranno raccolti i seguenti campioni dai pazienti coinvolti nello studio: 

Pazienti Tumorali 

• Numero di pazienti: 75 

• Per ciascun paziente verranno raccolti: 

o 1 campione di osso tumorale 

o 1 campione di gengiva tumorale 

o 1 campione di osso lontano dal tumore 

Pazienti Controllo 

• Numero di pazienti: 75 

• Per ciascun paziente verranno raccolti: 

o 1 campione di osso 

o 1 campione di gengiva 

I pazienti saranno assegnati ai gruppi tumorali e di controllo secondo criteri clinici predefiniti, ma il 

prelievo dei campioni sarà randomizzato per minimizzare i bias. 

Procedura sperimentale 

Raccolta dei Campioni: 

• Pazienti con tumore: Prelievo di 1 campione di osso tumorale, 1 campione di gengiva 

tumorale e 1 campione di osso lontano dal tumore per ciascun paziente tumorale. 

Conservazione in RNA later  

• Pazienti di controllo: Prelievo di 1 campione di osso e 1 campione di gengiva. 

Conservazione in RNA later 

Analisi dei Campioni: 

• Utilizzo di tecniche di biologia molecolare (RT-PCR) per la rilevazione del Virus di Lassa 

nei campioni, sequenziamento genomico e conservazione in formalina per esame istologico 

• Ogni campione sarà analizzato singolarmente per garantire la precisione dei risultati. 

Registrazione dei Risultati: 

• Presenza o assenza del Virus di Lassa sarà registrata per ogni campione. 

Analisi dei Dati: 

• Confronto tra gruppi: Utilizzo di test statistici per confrontare la presenza del Virus di Lassa 

nei campioni tumorali e non tumorali tra i pazienti tumorali e di controllo. 

• Confronto interno: Analisi della presenza del Virus di Lassa nei diversi tipi di campioni 

all'interno dello stesso gruppo di pazienti. 
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  Procedura: 

1. Preparazione dei Campioni: 

o Isolare i tessuti tumorali e conservarli immediatamente in RNA Later  per la 

conservazione a -80°C  fino all'analisi. 

o Per l'estrazione dell'RNA, prelevare una parte del tessuto tumorale fresco. 

2. Estrazione dell'RNA: 

o Utilizzare il QIAamp Viral RNA Mini Kit seguendo il protocollo del produttore: 

1. Lisi del campione tumorale in tampone lisi fornito. 

2. Aggiungere etanolo al lisato per precipitare l'RNA. 

3. Applicare il lisato su una colonna di spin e centrifugare per permettere il 

legame dell'RNA alla membrana della colonna. 

4. Lavare la colonna con i tamponi di lavaggio forniti per rimuovere 

contaminanti. 

5. Eluire l'RNA puro con tampone di eluizione fornito. 

3. Analisi per PCR: 

o Preparare la reazione di RT-PCR utilizzando il RealStar® Lassa Virus RT-PCR Kit 

2.0 seguendo il protocollo del produttore: 

1. Preparare il mix di reazione con i reagenti forniti nel kit. 

2. Aggiungere l'RNA estratto dai campioni tumorali al mix di reazione. 

3. Eseguire la reazione di RT-PCR utilizzando un termociclatore secondo il 

programma termico specificato nel manuale del kit. 

4. Analizzare i risultati per la rilevazione del Virus di Lassa. 

4. Sequenziamento Genomico: 

o Preparare le librerie di RNA per il sequenziamento utilizzando il VSP w ILMN RNA 

Prep w Enrich A, 96 Rxns seguendo il protocollo del produttore: 

1. Trascrivere l'RNA in cDNA. 

2. Frammentare il cDNA e legare gli adattatori specifici per il sequenziamento. 

3. Amplificare le librerie di cDNA mediante PCR. 

o Caricare le librerie preparate sul sistema di sequenziamento MiSeq® utilizzando il 

MiSeq® Reagent Kit v3 600 cycle. 

o Eseguire il sequenziamento secondo il protocollo del sistema MiSeq. 

o Analizzare i dati di sequenziamento per confermare la presenza del virus e 

caratterizzare la sua sequenza genomica. 

5. Conservazione per Esame Istologico: 

o Conservare i restanti tessuti tumorali in formalina al 10% per la fissazione. 

o Processare i campioni fissati in formalina mediante tecniche istologiche standard: 

1. Inclusione in paraffina. 

2. Sezionamento dei blocchi di paraffina. 

3. Colorazione delle sezioni per l'esame istologico. 

Registrazione dei Risultati: 

• Presenza o assenza del Virus di Lassa sarà registrata per ogni campione. 

Questioni etiche: 

• Ottenimento del consenso informato da tutti i partecipanti. 

• Tutti i campioni saranno anonimizzati per proteggere la privacy dei pazienti. 

• Il protocollo sarà approvato dal Comitato Etico dell'istituzione coinvolta nello studio 

(Università di Kinshasa). 
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Esempio di Disegno dei Gruppi e Campioni: 

Pazienti Tumorali (75 pazienti): 

• Osso Tumorale: 75 campioni 

• Gengiva Tumorale: 75 campioni 

• Osso lontano e apparentemente sano dal tumore: 75 campioni 

Pazienti di Controllo (75 pazienti): 

• Osso: 75 campioni 

• Gengiva: 75 campioni 

Totale Campioni: 225 (pazienti tumorali) + 150 (pazienti di controllo) = 375 campioni. 

Attività Previste: 

• Ottenimento delle autorizzazioni e dei permessi necessari per la raccolta dei campioni e la 

conduzione degli studi. 

• Identificazione e reclutamento dei pazienti per la partecipazione allo studio. 

• Raccolta dei campioni di tumori e dei dati clinici. 

• Esecuzione delle analisi di laboratorio per la ricerca del Virus di Lassa. 

• Analisi dei dati e interpretazione dei risultati. 

• Pubblicazione dei risultati su riviste scientifiche peer-reviewed. 

• Presentazione dei risultati a convegni scientifici. 

Rilevanza: Questa ricerca è cruciale per comprendere meglio l'eziologia dei tumori odontogeni 

fibro-ossei in Africa Equatoriale. Identificare un possibile agente eziologico come il Virus di Lassa 

potrebbe rivoluzionare la diagnosi e il trattamento di questi tumori, migliorando significativamente 

la qualità della vita dei pazienti colpiti. 

Risultati Attesi: 

• Conferma della presenza del Virus di Lassa nei tumori odontogeni fibro-ossei. 

• Evidenza di una correlazione significativa tra il virus e lo sviluppo di questi tumori. 

• Proposta di nuove strategie terapeutiche basate sulla prevenzione e il trattamento delle 

infezioni da Arenavirus. 

Impatto Atteso: I risultati di questo progetto di ricerca potrebbero avere un impatto significativo 

sulla comprensione delle cause dei tumori odontogeni fibro-ossei in Africa Equatoriale e nei Paesi a 

basso reddito in generale. Inoltre, potrebbero contribuire allo sviluppo di nuove strategie di 

prevenzione e trattamento per questi tumori, migliorando la qualità della vita di molti pazienti che al 

momento muoiono e vengono spesso segregati nelle loro abitazioni. 

Risorse Necessarie: 

• Laboratorio per analisi PCR e sequenziamento genetico. 

• Personale medico e tecnico specializzato. 

• Finanziamenti per eseguire interventi chirurgici su pazienti affetti da tumore e pazienti di 

controllo, e acquisto dei reagenti necessari per l'estrazione dell'RNA, RT- PCR e mediante 

tecniche NGS. 
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• Collaborazioni con istituzioni locali e internazionali per la raccolta e l'analisi dei campioni. 

Collaborazioni: 

• Università di Kinshasa, Institute National Research Biomedical, Repubblica Democratica 

del Congo per i laboratori dove verranno eseguiti i test molecolari e per le competenze 

scientifiche 

• Glory Clinic , Kinshasa, Repubblica Democratica del Congo per la raccolta dei campioni 

biologici 

• Missionari Comboniani, per il  supporto logistico e accesso capillare alle comunità locali. 

Fattibilità del Progetto: Nonostante la ricerca sia condotta in un Paese instabile, negli ultimi 

cinque anni ho collaborato con il gruppo dell’Università di Kinshasa e ho ricevuto supporto 

logistico dai Missionari Comboniani, la cui presenza sul territorio è capillare. Grazie a questa 

collaborazione, non prevedo difficoltà significative nell'esecuzione della ricerca. 

Finanziamento: Il progetto richiederà un finanziamento di circa 280.000 dollari americani per 

coprire i costi del personale, per la chirurgia di 75 pazienti con tumore (un campione di osso, uno di 

gengiva e uno apparentemente sano lontano dal tumore, pari a 225 campioni) e 75 pazienti di 

controllo (2 campioni a paziente, pari a 150 campioni), dei reagenti di laboratorio, dei viaggi e altre 

spese.  

In dettaglio: 

Voce di Spesa Quantità 

Costo 

Unitario 

(USD) 

Costo Totale 

(USD) 

Costo interventi chirurgici per prelievo campioni 

(75 pazienti) 
75 1.500 112.500 

    

Esame istologico (75 pazienti) 75 60 4.500 

 

RNeasy Kit 

10 374,50 3.741 

 

VetqPCR-realtime™ Lassa virus Real Time 

  

8 1.618,90 12.951,20 

MiSeq® Reagent Kit v3 (600 cycle) 10 1.840 18.400 

 

VSP w ILMN RNA Prep w Enrich A, 96 Rxns 

10 10.913,68 109.136,80 

    

Totale   261.229,00 

Spese di spedizione e tasse doganali e varie   Da aggiungere 

Totale complessivo: 261.229 dollari + spese di spedizione e tasse doganali 



 

 pag. 9 

Disseminazione dei Risultati: I risultati del progetto saranno diffusi attraverso: 

• Pubblicazioni su riviste scientifiche peer-reviewed. 

• Presentazioni a convegni scientifici. 

• Rapporti tecnici. 

• Comunicazioni alle comunità locali interessate tramite incontri pubblici e campagne di 

sensibilizzazione. 

Considerazioni Etiche: Lo studio sarà condotto nel rispetto dei principi etici stabiliti dalla 

Dichiarazione di Helsinki. Tutti i partecipanti allo studio saranno informati e dovranno fornire il 

proprio consenso informato. La privacy dei pazienti sarà protetta in conformità alle normative 

vigenti. 
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