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RIASSUNTO. Abbiamo definito nuovi indicatori di esposizione
(NIE) a) indicatori validati negli ultimi cinque anni e quindi
entrati nelle possibilita analitiche del laboratori che hanno
partecipato allo studio; b) indicatori gia proposti, di cui S Sa
dimostrata |I’applicabilita in situazioni in cui non erano stati
testati precedentemente, con particolareriferimento alla bassa e
bassissma esposizione che sempre pitl spesso car atterizzano gli
ambienti di lavoro; c) indicatori giain uso pero misurati in
matrici diverse da quelle originali. Gli indicatori sono stati
suddivis in elementi metallici e loro specie, composti organici e
loro metaboliti, dosaggi di miscele di elementi e di composti
organici, dosaggi in nuove matrici, e sono stati esaminati i
risultati conseguiti dal 1999 al 2004 dai gruppi di Brescia,
Milano, Napoli, Padova, Parma, Pavia, Torino e Verona. Sono
stati cosi individuati e presentati i NIE di 14 elementi-composti-
metaboliti, quattro esempi di miscele, uno di speciazione, tre di
nuove matrici, riportando per ognuno in modo particolareil
campo di applicazione, i metodi analitici, i risultati in relazione al
monitoraggio ambientale, il miglioramento rispetto ai “vecchi”
indicatori, la relazione con gli effetti, i valori di riferimento. Sono
stati infine discuss interesse, praticabilita ed accessibilita degli
indicatori, sottolineando come la ricerca nel campo dei NIE
appare cruciale per lo sviluppo stesso del monitoraggio biologico,
procedura centrale nella valutazione del rischio e nella
sorveglianza sanitaria degli esposti ad agenti chimici pericolos.

Parole chiave: monitoraggio biologico, indicatori biologici di
esposizione, valutazione del rischio, medicina del lavoro.
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NEW BIOMARKERS OF EXPOSURE. | n this paper we have defined the
new biomarkers of exposure (NBE) as those biomarkers
discovered in thelast five years and, among previoudly validated
biomarkers, also those applied in different ranges of doses or
those determined in biological matrices which differ from
matrices originally considered. We examined the results from the
surveys carried out by the main Italian research unitsinvolved in
biological monitoring, i.e. those from the Universities of Brescia,
Milan, Naples, Padua, Parma, Pavia, Turin and Verona. The data
wer e collected using a standardized model and included the
following: type of element or organic compound, type of
biomarker, analytical technique and method, their relationship
with environmental monitoring data, their relationship with effect
indicators or effectsin general, improvement with respect to old
biomarkers, reference values. Twenty two NBEs wer e identified:
14 dements and chemical compounds as such or as metabolites, 4
examples of mixtures, 3 of new matrices, one of speciation.
Among the others, aspects such asinterest in requiring NBE,
quality assurance, availability, cost-benefit ratio were discussed.
We conclude that development of this specific field of research
appearsto bea crucial point for futureimprovement in risk
assessment and health surveillance procedures.

Key words: biological monitoring, exposure biomarkers, risk
assessment, occupational health.

1. Introduzione

Gli indicatori biologici (biomarkers) di xenobiotici di in-
teresse occupazionale sono tradizionalamente classificati
come indicatori di esposizione, di effetto e di suscettibilita.
Gli indicatori biologici di esposizione (IBE), a loro volta,
sono stati suddivisi in indicatori di esposizione vera e pro-
pria, di dose interna, di accumulo. | primi sono anche steti
definiti come la misurazione con analisi chimiche dei tossi-
ci o dei loro metaboliti nelle matrici biologiche (sangue, uri-
ne, aria espirata, sudore, anness cutane!); quelli di dose in-
ternacome indicatori in grado di valutare la concentrazione
dei tossici in uno o in pit compartimenti dell’ organismo;
quelli di accumulo come indicatori che, misurando il depo-
sito degli xenobiotici in specifici organi-apparati, possono
dare conto del loro carico corporeo. Varicordato comunque
che il significato assunto dai vari tipi di indicatori dipende
davariabili diverse, quali lamatrice biologica, il tempo tra
scorso dallafine dell’ esposizione, il tempo di prelievo.

Gli IBE complessivamente considerati sono sicura-
mente i biomarkers piu utilizzati e per i quali maggiori so-
no le sollecitazioni, per aumentarne quantita e qualita, da
parte di chi si occupa di valutazione del rischio e sorve-
glianza sanitaria per agenti chimici pericolosi, Medici del
Lavoroin primis.

Tra le ragioni di questo rinnovato interesse, possono
essere richiamate:

— |’obsolescenza di molti tradizionali IBE, quali alcuni
metaboliti ed alcuni elementi metallici, collegata ala
ormai nota contrazione delle esposizioni e delle dosi di
xenobiotici occupazionali e quindi ala necessita di
avere a disposizione IBE piu sensibili/specifici;

— larichiestadi IBE per un numero sempre maggiore di
xenobiotici;

— |"aspirazione a disporre di indicatori biologici (possi-
bilmente integrati ed in grado di correlarsi con gli
eventuali effetti combinati) idonei alo studio dell’e-
sposizione a miscele;

— I'aspirazione a disporre di indicatori di dose efficace,
cioein grado di quantificare la quantita attiva dal pun-
to di vista bio-tossicologico;
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— l'accessibilita a matrici diverse da quelle originaria-
mente esaminate e nelle quali i tradizionali IBE garan-
tiscono un migliore apporto conoscitivo.

La sopra richiamata diminuzione delle esposizioni, in-
vece di rappresentare il motore dello sviluppo dellaricerca
applicata nel campo degli IBE, ha finito per scoraggiarne,
in certa misura, lo sviluppo facendo, curiosamente, preva-
lere la convinzione che, non essendo piu utili gli IBE tradi-
zionali, non vi fosse piu bisogno di IBE in quanto tali. Vi
era e vi e in realta semplicemente bisogno di piu adeguati
(nuovi) IBE. Un’atra esigenza che dovrebbe spingere ver-
so lo sviluppo degli IBE deriva dalla necessita di valutare
le esposizioni, in genere basse, per xenobiotici presenti an-
che nell’ambiente generale di vita e/o derivanti dall’ali-
mentazione e/o da abitudini voluttuarie. In questo contesto
lo sviluppo di adeguati IBE si accompagna a quello di ade-
guati valori di riferimento per elementi metallici, sostanze
organiche tal quali, loro specie o metaboliti, alo scopo di
pervenire ad una sempre pit puntuale definizione dell’ ef-
fettivo grado dell’ esposizione occupazionale.

Per cercare di capire come si colloca la capacita della
nostra Disciplina di rispondere ad alcune delle domande
esplicite od implicite sopra tratteggiate, abbiamo esamina-
to i risultati conseguiti nel campo degli IBE dal 1999 al
2004 da alcuni gruppi di ricerca italiani attivi in questo
specifico campo di ricerca.

2. Metodi

2.1 Definizioni

Abbiamo convenzionalmente definito come nuovi in-
dicatori di esposizione (NIE):

— indicatori scoperti o introdotti nell’ uso negli ultimi cin-
gue anni come elementi metallici o composti organici
tal quali, loro miscele, loro metaboliti, specie o prodot-
ti di reazioni;

— indicatori gia noti dosati in matrici biologiche diverse
daquelle originali;

— indicatori giaproposti, madi cui s sia stata dimostrata
I’ applicabilitain situazioni in cui non erano stati testa-
ti precedentemente, con particolare riferimento alle
basse e bassissime esposizioni che sempre piu spesso
caratterizzano gli ambienti di lavoro.

2.2 Individuazione e presentazione dei NIE

Seguendo la definizione soprariportatai NIE sono sta-
ti suddivisi in:
= elementi metallici
= gpecie di elementi metallici
= composti organici tal quali
=  metaboliti di composti organici
= miscele di xenobiotici
» |BE gianoti, dosati in nuove matrici biologiche

Si e poi passati ala definizione dei criteri per la rac-
colta delle informazioni riguardanti i NIE, definendone i
campi principali in:
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= tipo di elemento/composto
= tipo di indicatore
= ambito di applicazione
= tecnicae metodi anditici
= relazione con il monitoraggio ambientale
= relazione con effetti (indicatori di effetto)
= miglioramento rispetto a indicatori noti
= valori di riferimento

Ogni gruppo di ricerca ha compilato le tavole sinotti-
che che sintetizzavano le informazioni relative ai NIE pro-
posti ed haredatto una breve nota informativa compl eta di
riferimenti bibliografici. Hanno partecipato a questo studio
le unita di ricerca di Igiene e Tossicologia Industriale del-
le Universita di Brescia, Milano, Napoli, Padova, Parma,
Pavia, Torino e Verona

3. Elementi metallici, composti organici, metaboliti

3.1 Berilliourinario

[l numero di attivita industriali in cui € stata dimostra-
ta un’ esposizione professionale a Berillio (Be) € aumenta-
to negli ultimi vent’ anni, probabilmente a seguito del mi-
glioramento della loro identificazione (1). Kauppinem et
al. (2) ad esempio, hanno dimostrato che il numero di la
voratori finlandesi professionalmente esposti a Be é dello
stesso ordine di grandezza di quello degli esposti a fibre
ceramiche. Per garantire |’ accuratezza nel monitoraggio
biologico delle basse esposizioni a Be, sono necessari me-
todi analitici ad elevata sensibilita e specificita e I’ adozio-
nedi tecniche piti sensibili, quali la spettrometria di massa
accoppiata a plasma (ICP-MS) che ha portato a migliora-
mento dei dosaggi del Be nelle urine (BeU), consentendo
di dosarlo in concentrazioni dell’ ordine di 0,02-0,03 ug/l,
valore notevolmente inferiore a quello misurato nella po-
polazione generale afine anni ‘80 (3-5). In uno studio con-
dotto dall’Universita di Brescia in collaborazione con
quelladi Nurnberg su lavoratori metallurgici é stata dimo-
strata una correlazione significativa tra le concentrazioni
ambientali (comprese nell’intervallo tra0,3 € 0,9 ug/md3) e
quelle del BeU, permettendo di calcolare un’escrezione
urinaria intorno a 0,15 pg/l per concentrazioni ambientali
corrispondenti al TLV-TWA di 2 pg/m?3 (6). E oggi possi-
bile affermare che: (i) concentrazioni urinarie di Be com-
prese nell’intervallo 0,03-0,05 g/l sono dosabili median-
te ICP-MS; (i) agli attuali livelli ambientali di 2 ug/ms,
I"intake giornaliero & di circa 2 pg/giorno, e |’ escrezione
urinaria dello stesso ordine di grandezza; (iii) il dosaggio
del BeU e utile per meglio interpretare al cune evidenze cli-
niche, come quelle immunologiche, correlate all’ esposi-
zione al’ elemento.

3.2 Tungsteno urinario

L’ applicazione di metodiche analitiche in ICP-MS ha
reso possibile il deciso miglioramento dei dosaggi di un
altro elemento come il tungsteno (W) nelle urine di lavo-
ratori. Le correlazioni evidenziate trai livelli di tungste-
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no urinario (WU) ed i rispettivi valori ambientali sono ri-
sultate molto variabili in funzione della solubilita della
speciein cui si troval’elemento e, di conseguenza, della
sua biodisponibilita che € maggiore per il tugstenato, in-
termedia per il carburo di tungsteno (WC) e minore per il
W metallico. Va sottolineato come il WC, relativamente
poco solubile & pero biologicamente molto attivo specie
nei tessuti di deposito (ed anche critici) come il polmone
(7). Indagini condotte presso I’ Universita di Brescia han-
no riguardato diversi gruppi di lavoratori esposti aW nel-
la produzione e lavorazione di inserti diamantati. Non si
sono dimostrate correlazioni molto buone con le concen-
trazioni ambientali, anche per la presenza frequente di
fonti di assorbimento diverse da quella aerea. In alcuni
addetti allafinitura di inserti diamantati con esposizione
molto contenuta, sono stati misurati livelli di WU nel-
I'intervallo 0,001-0,02 pg/l, a fronte di concentrazioni
nell’aria di 0,05-6,5 pg/md. In altri gruppi caratterizzati
da maggiori esposizioni (15-80 pug/m3), si sono riscontra-
ti valori di WU compresi tra 2.8 e 47 pg/l. Pur in presen-
za di elevata variabilita interindividuale e di scarsa cor-
relazione con i valori di W nell’ aria resta a nostro avviso
valida comungue I’indicazione di un dosaggio dell’ indi-
catore su base individuale con dato da utilizzare per in-
terpretare eventuali effetti, specie quelli da esposizioni
combinate con il cobalto.

3.3 Gas anestetici: sevoflurano e desfluorano

Per il sevoflurano (S) I'indicatore biologico di esposi-
zione piu affidabile sembra essere I’ alcool esafluoroiso-
propilico (HFIP) urinario, che risulta ben correlato con i
livelli ambientali; per questo metabolita, non € necessa-
rio esprimere il dato in funzione della creatinina urinaria
(8, 9). Il meccanismo plausibile di escrezione urinaria,
trattandosi di un alcool, e rappresentato dalla semplice
diffusione regolata dal coefficiente di ripartizione san-
gue/urina: questo meccanismo non risente della variabile
diluizione dell’ urina stessa, come avviene invece per a-
tri metaboliti, in particolare acidi. Dai risultati di uno stu-
dio condotto in alcune sale operatorie di ospedali lom-
bardi su 145 soggetti professionalmente esposti a S (8), &
stata riscontrata una correlazione significativa trala con-
centrazione di HFIP nelle urine prodotte nel corso dell’ e-
sposizione (C ;. H9/l) e laconcentrazione ambientale di
S (Cambiente’ ppm): Log Curina =0813x Log Cambiente +
2,517 (n = 145; r = 0,79; p < 0,0001). Utilizzando il li-
mite fiduciale inferiore, al fine di calcolare un valore di
limite biologico equivalente piu restrittivo, sono stati ot-
tenuti i sequenti valori di HFIP: 465 pg/l e 173 pg/l cor-
rispondenti rispettivamente ad un’esposizionea Sdi 2 e
0,5 ppm. Un altro studio effettuato in ospedali veneti (10)
ha confermato I’ esistenza di buone correlazioni di tipo li-
neare tra concentrazione di HFIP nelle urine di fine turno
e concentrazione ambientale di S (y = 0,308 x + 0,034; n
= 101; r = 0,65; p < 0,001); lo stesso studio ha eviden-
ziato significative correlazioni anche tra |’ esposizione
ambientale e il S tal quale nelle urine (y = 3,491 x +
1,111; n=103; r = 0,44; p < 0,001), anche se con una cer-
ta dispersione dei dati in quanto il suo dosaggio a fine
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turno puo risentire di eventuali picchi espositivi al termi-
ne della seduta operatoria. Tale situazione puo spiegare
valori di Snelleurinedi fine turno piuttosto alti, anchein
considerazione del tempo di emivita assai rapido della
sostanza.

L’ introduzione del desfluorano (D) nelle tecniche ane-
stesiologiche € in linea con la tendenza a ricercare nuovi
farmaci che consentano un controllo ottimale dell’ aneste-
sia e inducano minori effetti tossici. Rispetto agli atri gas
anestetici alogenati, il D possiede sei atomi di fluoro, che
conferiscono alla molecola una maggiore stabilita, nonché
un punto di ebollizione ed un peso molecolare piu bassi.
Inoltre, il D da luogo ad una scarsa metabolizzazione
(0,02% della dose assorbita). Recentemente, 21 soggetti
Sono stati sottoposti a monitoraggio ambientale e biologi-
co per la valutazione dell’ esposizione a D nel corso delle
rispettive attivita in sala operatoria, durante la sommini-
strazione di anestetico per interventi di chirurgia generae
(12). Le concentrazioni di D sono state stimate per mezzo
di campionatori passivi posti in zona respiratoria del lavo-
ratore. || monitoraggio biologico e stato effettuato median-
te dosaggio dell’ escrezione urinaria di D immodificato al-
lafine del turno operatorio. E stata riscontrata una correla-
zione significativa tra la concentrazione di D nelle urine
prodotte nel corso dell’ esposizione (C ;. MY/1) € la con-
centrazione ambientale dell’anestetico stesso (C,, pienter
ppm): Log C ;o= 0914 x Log C, piente - 0:16 (n = 221;
r = 0,916; p < 0,0001). Dall’equazione della retta di re-
gressione, si ricava che ad una concentrazione ambientale
di D pari a TLV-TWA di 2 ppm corrisponde una concen-
trazione urinariadi 1,3 pg/l.

3.4 Ciclofosfamide

[ monitoraggio dei farmaci chemioterapici antiblastici
(CA) aerodispersi non fornisce utili indicazioni sull’ espo-
sizione degli addetti. Le Linee Guida Italiane per la mani-
polazione in sicurezza dei CA (G.U. del 7/10/1999) preve-
dono la determinazione di acuni farmaci considerati trac-
cianti dell’esposizione a tutti i CA utilizzati. Fra questi,
quello acui si fa piu frequentemente ricorso, sia per la pe-
ricolosita della sostanza che per il rilevante utilizzo clini-
co, € il dosaggio della ciclofosfamide (CF) urinaria che
rappresenta un buon indicatore di esposizione in quanto
consente di tenere conto delle dosi cumulative assorbite
dall’ operatore attraverso le diverse vie e di valutare |’ effi-
caciadei sistemi di protezione individuale e la correttezza
delle procedure di lavoro seguite.

Da uno studio condotto in vari siti di preparazione e
somministrazione (12) si é rilevato che, a fronte di di-
versi quantitativi di farmaci manipolati (da 140 a 8000
mg) e di differenziati livelli di contaminazione di super-
fici (wipe test: < 0.1 - 2001.68 ng/cm?) e indumenti
(pads: < 0.1 - 94.28 ng/cm?), sono stati riscontrati nella
quasi totalita dei lavoratori esaminati (con una sola ec-
cezione) livelli di CF urinaria inferiori a limite di rile-
vabilita dellametodica utilizzata (1 pg/l). Il solo caso nel
quale é stato trovato un valore indice di un qualche as-
sorbimento del farmaco (2.29 pg/l) era relativo ad un
somministratore per il quale era stata evidenziata una
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contaminazione significativa della flebo manipolata e
che non usavaidonei dispositivi di protezione individua-
le ed indossava una divisa spezzata a maniche corte.
Benché la metodica utilizzata in questo studio (GC-MS)
non sia particolarmente sensibile (13), anche tecniche
analitiche piu sofisticate (GC-MS/MS, HPLC-MS/MYS)
consentono di rilevare valori dosabili di CF, solo in po-
chissimi casi (14). Uno studio multicentrico nazionale
piu recente ha evidenziato una ulteriore riduzione dell’ e-
sposizione a CF negli ultimi anni (15). Pertanto, la pra-
tica del monitoraggio biologico dell’ esposizione ad anti-
blastici non dovrebbe essere incoraggiata, destinando le
risorse risparmiate a piu congrue iniziative, per favorire
I"adozione di corrette procedure di preparazione dei far-
maci antiblastici.

3.5 Tricloroetilene

L’ esposizione occupazionale a tricloroetilene (TCE)
puo essere valutata attraverso la misura della concentra-
zione urinaria della quota immodificata del solvente. In
uno studio effettuato su 49 lavoratori (16), € stata osser-
vata una correlazione significativa tra la concentrazione
ambientale (C ienter mg/m3) di TCE e la concentrazio-
ne urinaria (C ;. M9/l) dello stesso. Dalla retta di re-
gressione: C i, = 0.081 X C_ icnie + 4-27 i ricava che
ad una esposizione a TCE pari a valore TLV-TWA di
269 mg/md corrisponde una concentrazione urinaria di
26.0 pg/l.

3.6 Percloroetilene

Per il monitoraggio biologico dell’ esposizione a per-
cloroetilene (PCE), il solvente tal quale dosato in sangue
0 urina risulta un indicatore specifico ed affidabile: il
PCE ematico (in mg/l) ed urinario (in mg/l) sono risulta-
ti ben correlati con I’ esposizione ambientale (espressain
mg/m?3), in particolare se dosati a termine della settima-
nalavorativa, il primo il venerdi ainizio turno (y = 0,003
X + 0,145, n = 71; r = 0,70; p < 0,001) ed il secondo il
giovedi afine turno (y = 0,0003 x + 0,009; n=72; r =
0,68; p < 0,001). L’ acido tricloroacetico (TCA) urinario
non risulta invece ben correlato con |’ esposizione, in
quanto indicatore non specifico; € infatti, come € noto,
metabolita anche del TCE che e spesso presente come
impurezza nel PCE, con conseguente aumento dei livelli
di escrezione di TCA urinario non riconducibili alla sola
esposizione a PCE (17).

3.7 N,N-Dimetilformammide

La N,N-dimetilformammide (DMF) & un solvente
utilizzato nelle lavorazioni industriali per la preparazio-
ne di tessuti e di pelli sintetiche. Questo solvente puo es-
sere facilmente assorbito sia attraverso |’ apparato respi-
ratorio, che attraverso la cute. Gli indicatori piu comu-
nemente utilizzati (N-idrossimetil-N-metilformammide,
N-idrossimetilformammide) permettono di valutare I’ e-
sposizione giornaliera; a contrario, il mercapturato spe-
cifico della DMF, la N-acetil-S-(N-metil-carbamoil)ci-
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steina (AMCC), permette di stimare la dose media setti-
manale del solvente. Recenti studi (18) hanno valutato il
potenziale utilizzo dell’ AMCC urinaria come indicatore
di esposizione a DMF. La concentrazione ambientale
della DMF, valutata come media ambientale ponderata
sulle 8 ore, era compresa tra 0,4 e 75,2 mg/m3 con una
mediana pari a 8,9 mg/m3. Una correlazione significati-
va é stata evidenziata confrontando i valori di AMCC
misurati nei campioni urinari raccolti il venerdi mattina
(AMCC\ g erdi mattina (M) = 1,384 x DMF (mg/m3) +
8,708; r2=0,47; p < 0,008) el valore medio ponderato
settimanale dell’ esposizione a DMF. La determinazione
urinaria dell’ acido mercapturico specifico potrebbe for-
nire informazioni circa la presenza e la biodisponibilita
del metil-isocianato e quindi, indirettamente, della sua
potenziale genotossicita.

3.8 N,N-Dimetilacetammide

L'acido S-acetamido-metilmercapturico (AMMA) ¢é
stato recentemente identificato come rilevante metabolita
della N,N-dimetilacetammide (DMA) (19). Questo sol-
vente é spesso utilizzato insieme allaDMF nellasintesi di
fibre tessili sintetiche del gruppo acrilico. Benché in am-
bito sperimentale la DMF s sia sempre dimostrata piu
“tossica’ dellaDMA, non sono ancora state trovate suffi-
cienti motivazioni che permettano di propendere per il se-
condo dei due solventi. Infatti, mentre la metabolizzazio-
ne dellaDMF ad AM CC passa attraverso laformazione di
molecole di metil-isocianato (paragrafo 3.7), ' AMMA si
forma dalla DMA per coniugazione diretta della N-meti-
lacetammide al glutatione. Questo processo metabolico
sembra molto piu “sicuro” di quello della DMF, poiché
non darebbe luogo a prodotti intermedi pericolosi quali il
metil-isocianato. L’ emivita urinaria dell’ AMMA e di cir-
ca 35 ore, ed e piu lunga di quella della N-metilacetam-
mide (il metabolita comunemente utilizzato per il monito-
raggio biologico delle esposizioni aDMA). Tale caratteri-
stica permette di sottolineare che I’ AMMA esprime espo-
sizioni a DMA di piu giorni lavorativi, probabilmente di
un’intera settimana.

3.9 2,5-Esandione

Attraverso I’ applicazione della cromatografia liquida
accoppiata alla spettrometria di massa (LC/MS) € oggi
possibile studiare i metaboliti di fase Il dei solventi or-
ganici (glicuronidi, solfati, mercapturati) senzaricorrere
a procedure analitiche, quali I’idrolisi del campione e la
derivatizzazione degli analiti, che in alcuni casi portano
allaformazione di artefatti. Se da un lato questo ha con-
sentito la caratterizzazione di nuovi metaboliti e la vali-
dazione di NIE, dall’altro ha permesso una nuova e piu
corretta reinterpretazione di “vecchi” indicatori di espo-
sizione. E questo il caso del metabolita del n-esano, il
2,5-esandione (2,5-HD), a proposito del quale la comu-
nita scientifica si divideva tra i sostenitori del 2,5-HD
“totale” e di quello “libero”, entrambi ben correlati con
I’esposizione. Mediante I’ utilizzo della tecnica LC-MS
sono stati identificati ben quattro glicuronidi (-G) nel-



282

I’urina di ratti esposti a n-esano: 2-esanolo-G, 2,5-esan-
diolo-G, 5-idrossi-2-esanone-G e 4,5-diidrossi-2-esano-
ne-G (20). E stato dimostrato che gli ultimi due glicuro-
nidi, seisolati e sottoposti ad idrolisi, davano luogo alla
formazione artifattuale di 2,5-HD e y-valerolattone.
L’importante conclusione che e stata tratta da questi stu-
di echeil 2,5-HD “libero”, esente da artefatti analitici e
meglio correlato con gli effetti neurotossici del n-esano,
rappresenta un NIE migliore del vecchio 2,5-HD *“tota-
le”, dal momento che i metaboliti coniugati vengono ra-
pidamente eliminati e nhon comportano alcun rischio di
neurotossicita (21). Dallo scorso anno, I' ACGIH propo-
neil 2,5-HD “libero” come indicatore di esposizione an-
esano e n-butil- metil-chetone.

3.10 Stirene

I metabolismo dello stirene nell’uomo é stato rivisi-
tato e completato grazie all’ utilizzo dellatecnicaLC/MS,
con l'identificazione di “nuovi” metaboliti coniugati,
quali gli acidi mercapturici, ed i glicurono- e solfo-co-
niugati del 4-vinilfenolo (21, 23). Unaviaminore del me-
tabolismo dello stirene nell’uomo & quella che prevede la
coniugazione dello stirene-7,8-ossido (7,8-SO) con glu-
tatione e successiva escrezione degli acidi mercapturici
N-acetil-S-(1-fenil-2-idrossietil)-L-cisteina (M1) e N-
acetil-S-(2-fenil-2-idrossietil)-L-cisteina (M2), ognuno
dei quali presente in due forme diastereoisomeriche. L' e-
screzione dei mercapturati dello stirene € fortemente in-
fluenzata dal polimorfismo genetico della glutatione-S-
transferasi GSTM1-1 (24-27). Benché siano stati propo-
sti due diversi indici biologici di esposizione (IBE) per la
somma M1+M2 in campioni di urina di fine turno per
concentrazioni ambientali di stirene di 20 ppm, ovvero
1330 pg/g creatinina per i soggetti privi di attivita
GSTM1-1 (GSTM1null) e 2878 pg/g creatinina per quel-
li che esprimono il GSTM1-1 (GSTM1+) (26), I’ utilizzo
dei mercapturati dello stirene come indicatori di esposi-
zione non risulta proponibile nella pratica, richiedendo
un prelievo di sangue per la caratterizzazione del poli-
morfismo genetico.

L'interesse € stato quindi recentemente rivolto verso
un’ altra via metabolica minore, che passa attraverso I’ os-
sidazione diretta dell’ anello aromatico a stirene-3,4-0ssi-
do (3,4-SO), con sintesi di 4-vinilfenolo (4-VF), escreto
con le urine dopo coniugazione con acido glicuronico e
acido solforico. Si ritiene che il 3,4-SO, intermedio ata-
mente reattivo, possa essere implicato nellatossicita del-
lo stirene. Il 4-VF é ritenuto un indicatore specifico di
esposizione a stirene, in quanto € I’unico metabolita che
non deriva né dall’ etilbenzene né dal 7,8-SO. L’ escrezio-
ne dei coniugati del 4-VF (glicuronide e solfato) € stata
studiata in 174 lavoratori e 26 volontari esposti a stirene
(28). Le concentrazioni di 4-VF sono risultate ben corre-
late con quelle degli altri indicatori di esposizione e sem-
brano correlarsi anche con gli effetti genotossici dello sti-
rene, in particolare con il numero di micronuclei, corre-
lazione modulata dal genotipo NQO1 (29). Nonostante
I'attesa specificita dell’indicatore, concentrazioni non
trascurabili di 4-VF sono state misurate nelle urine di

G Ital Med Lav Erg 2004; 26:4
www.gimlefsm.it

soggetti non professionalmente esposti a stirene. Tali
concentrazioni risultavano particolarmente elevate nei
soggetti fumatori, essendo il 4-VF un importante costi-
tuente del fumo di sigaretta (31,3 pg/sigaretta).

Alla luce di questo risultato, i principali metaboliti
urinari dello stirene, gli acidi mandelico e fenilgliossili-
co (AM e AFG) si confermano come gli indicatori piu
sensibili ed affidabili per il monitoraggio delle basse
esposizioni a stirene. L’ utilizzo della LC-MS in questo
caso ha consentito un miglioramento della sensibilita
analitica di circatre ordini di grandezza, con il risultato
che le concentrazioni di AM e AFG possono essere mi-
surate anche nella popolazione generale. Gli intervalli di
riferimento ottenuti per AM e AFG sono rispettivamente
0,084-2,339 e 0,009-1,238 mg/g creatinina (30). Questo
esempio dimostra che la determinazione dei valori di ri-
ferimento e la caratterizzazione di esposizioni professio-
nali a basse concentrazioni richiedono tecniche analiti-
che sufficientemente sensibili e selettive.

3.11 1,3-Butadiene

L’ esposizione a 1,3-butadiene (BD) riguarda siai la-
voratori dell’industria petrolchimica, dove e utilizzato
per lasintesi di polimeri, che la popolazione generale, dal
momento cheil BD e presente nei gasdi scarico degli au-
toveicoli e nel fumo di sigaretta. Come indicatori biolo-
gici di esposizione a BD sono stati valutati BD nell’ aria
esalata, BD tal quale nel sangue e nell’urina, gli acidi
mercapturici  N-acetil-S-(3,4-idrossibutil)-L -cisteina
(M1) e N-acetil-S-(1-idrossi-2-propenil)-L-cisteina e N-
acetil-S-(2-idrossi-3-butenil)-L-cisteina (MIl), e gli ad-
dotti all’emoglobina (31-33). A fronte di esposizioni per-
sonali molto basse (media 1,5 pg/m?3 per lavoratori di
un’industria petrolchimica e 0,4 ug/m? per soggetti di
controllo), BD tal quale nel sangue e nell’urina si sono
mostrati gli unici indicatori in grado di differenziare le
casistiche indagate e sono risultati fortemente associati
traloro (r = 0,8).

3.12 Toluene

Per il monitoraggio biologico dell’ esposizione a to-
luene sono correntemente adottate la determinazione
dell’acido ippurico e dell’ orto-cresolo urinari (ACGIH)
e quella dell’ orto-cresolo urinario e del toluene ematico
(DFG). Il toluene urinario € stato messo a confronto con
il toluene ematico e con |’ orto-cresolo urinario per valu-
tare vantaggi e svantaggi di ciascun indicatore (34, 35).
A guesto scopo sono stati studiati lavoratori addetti alla
stampa rotocal cografica, esposti a toluene aerodisperso
nell’intervallo 3-309 mg/m3. Il toluene urinario misura-
to su campioni estemporanei di urina raccolta alla fine
del turno di lavoro e risultato ben correlato con gli altri
indicatori biologici; la sua correlazione con |’ esposizio-
ne (r ~ 0,8) e risultata simile a quella ottenuta per il to-
luene ematico e superiore a quella dell’ orto-cresolo uri-
nario (r ~ 0,6). Inoltre I’ orto-cresolo urinario, a contra-
rio degli altri due indicatori, € risultato influenzato dal-
|” abitudine al fumo di sigaretta.
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Il dosaggio del toluene presente nell’aria espirata di
lavoratori esposti puo essere effettuato attraverso un me-
todo semplice, rapido e sensibile, sviluppato recentemen-
te (36). Lo strumento utilizzato consiste di unavia di ve-
tro da 58 ml con al suo interno una cartuccia di Tenax.
Quest’ ultima funziona da campionatore passivo una volta
che una quota di aria espirata € raccolta e sigillata nella
vial. L’ aria espirata € stata raccolta in fabbrica la mattina
del giorno dopo I’ esposizione atoluene. | livelli ambien-
tali del solvente in questione erano compresi tra 13 e 191
mg/m?3, mentre le concentrazioni nell’ aria alveolare, nel
sangue e nelle urine variavano rispettivamente tra 159 e
3354 ng/l; 3,6 e 53,5 pg/l; 8,7 e 142,4 ug/l. E stata ri-
scontrata una correlazione significativa tra la concentra-
zione del toluene nell’aria alveolare e la concentrazione
ambientale di toluene del giorno precedente (gp): Tolue-
N€4veolare (/1) = 13.82 x Toluene, i eniaergp) (MIYM?) +
675,47; n = 36, r = 0,822, p <0,0001.

3.13 Benzene

Per le sue caratteristiche di tossicita, il benzene riveste
una posizione di particolare rilievo trai solventi di uso in-
dustriale e tra gli inquinanti dell’aria urbana. Benché le
concentrazioni di benzene siano notevolmente diminuite
negli ultimi anni, |’ attenzione nei confronti di questo con-
taminante rimane sempre alta. Numerosi |aboratori italiani
hanno sviluppato nuove metodiche per il monitoraggio
biologico dell’ esposizione alle basse dosi di benzene. Dal
confronto delle recenti esperienze maturate dai singoli
gruppi di ricerca sono emerse acune importanti considera-
zioni: (i) le esposizioni a benzene in Italiain ambito urba-
no s attestano a valori intorno a 3-10 pg/m?3, mentre quel-
le professionali sono, nella quasi totalita dei casi, ampia-
mente inferiori ai valori limite per gli ambienti di lavoro
proposti dalla vigente normativa (3200 pug/m3 o 1 ppm) e
dall’ ACGIH (TLV-TWA 1600 pg/m?3 0 0,5 ppm); (ii) il fu-
mo di sigaretta rappresenta un’importante fonte di esposi-
zione personale a benzene, il cui peso pud superare quello
dell’ esposizione professionale e la cui influenza sugli indi-
catori biologici ne puo inficiare I’ utilizzo; (iii) gli indica-
tori di esposizione pit sensibili sono il benzene urinario
(BU), I'acido S-fenilmercapturico (AFM) e I'acido
trans,trans-muconico (AM).

II BU nella popolazione generale presenta valori me-
diani compresi tra 40-150 e tra 300-500 ng/l, rispettiva-
mente per i non fumatori e per i fumatori. BU risulta esse-
re un indicatore specifico e sensibile, utilizzabile per di-
stinguere lavoratori caratterizzati da basse esposizioni am-
bientali, quali addetti alavori d ufficio, vigili urbani, ben-
Zinai, operai petrolchimici; risulta inoltre correlato
con I’esposizione e con i metaboliti urinari del benzene
(37, 38). La determinazione analitica viene effettuata in
GC-MS campionando il benzene nello spazio di testa (39-
41). | maggiori problemi dell’impiego di BU sono ascrivi-
bili alla mancanza di risultati pienamente confrontabili tra
i diversi laboratori, che consentano I’ adozione di un indice
biologico equivalente. Sulla base di queste esperienze, in-
fatti, il BU risultainfluenzato da vari fattori legati alla ge-
stione del campionein termini di: momento e procedure di
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raccolta, tempi e temperature di conservazione, fasi di trat-
tamento ed analisi. Secondo Perbellini et al. (42) la sem-
plice acidificazione di un campione di urina di un fumato-
re aumenti la concentrazione di BU anche di 20-30 volte
rispetto al campione non acidificato, evidenziando inoltre
come campioni posti a temperature crescenti presentino
concentrazioni di BU crescenti. Contrariamente a quanto
ci s attenderebbe, campioni mantenuti a temperatura am-
biente ed analizzati in tempi successivi (almeno due gior-
ni) mostrano concentrazioni di BU crescenti (Ghittori, da-
ti non pubblicati). E auspicabile un’ azione coordinata, per
approfondire problemi metodologici ancora aperti ed indi-
viduare procedure standardizzate che consentano di otte-
nere valori confrontabili.

Le concentrazioni urinarie di AFM nel soggetti non
esposti, rispettivamente per i non fumatori e per i fumato-
ri, sono 0,3-2 e 3,5-10 ug/g creatinina (BEI ACGIH 25
pg/g creatining). L’ AFM & un indicatore specifico, utiliz-
zabile per distinguere lavoratori caratterizzati da basse
esposizioni ambientali e correlato con I’ esposizione e con
altri indicatori biologici. | dati disponibili non sono pero
ancora sufficienti a consentire I'individuazione di una so-
glia di sensibilita dell’AFM rispetto al benzene aerodi-
sperso. La determinazione di AFM richiede sistemi anali-
tici molto sensibili e puo essere effettuata utilizzando com-
plesse metodiche di preparazione del campione seguite da
analisi in cromatografia liquida con rivelazione a fluore-
scenza (43), con semplice iniezionein LC-MS (44) o0 me-
diante purificazione via HPLC-UV seguita da analisi LC-
MS/MS (45). Un approccio analitico meno complesso ed
applicabile simultaneamente a parecchi campioni & rappre-
sentato da un sistema immunochimico/luminometrico
commercialmente disponibile (Molecular Light Techno-
logy, Cardiff, Wales, UK). Questo kit sembra utile per fi-
nalitadi screening, dal momento che non fornisce fal-
s negativi. | risultati positivi (in genere sovrastimati) van-
no confermati con metodi cromatografici.

Le concentrazioni urinarie di AM nei soggetti non
esposti rispettivamente non fumatori e fumatori si attesta-
no intorno a 45-60 e 80-200 pg/g creatinina (BEI ACGIH
500 pg/g creatinina). E stato ripetutamente confermato che
AM risente di interferenze da parte dell’acido sorbico
(AS), un conservante ampiamente utilizzato nell’ industria
adimentare e parzialmente metabolizzato ad AM. Livelli
urinari particolarmente elevati di AM nelle urine dei lavo-
ratori possono avere quindi un’origine diversadall’ esposi-
zione a benzene; tuttavia, I'influenza dell’ AS puo manife-
starsi anche per livelli di AM nel range dei valori di riferi-
mento (46-48). AM e quindi poco adatto alla valutazione
delle basse esposizioni professionali, ma puo essere
senz’ atro applicato per esposizioni di benzene dell’ ordine
delle centinaia di ug/m3. Un modo per minimizzare |’ ef-
fetto confondente (variabile individualmente a seconda
della dieta) sarebbe quello di stimare per ciascun soggetto
laquantitadi AS realmente ingerita, in modo da distingue-
re la quota di AM prodotta per metabolismo dell’ additivo
da quella dovuta al’ esposizione a benzene (49). | risultati
ottenuti su due soggetti che hanno consumato AS confer-
mano che, anche nell’uomo, questa sostanza elude in pic-
cola percentuale (< 1%) i sistemi metabolici e viene escre-
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tatal quale con le urinein proporzione alla dose eliminata
sotto forma di AM. Questi risultati pongono le basi per un
possibile utilizzo del dosaggio di AS urinario come fattore
di correzione dei livelli di AM totale misurati in soggetti
esposti a basse concentrazioni di benzene.

Il fumo di sigaretta contribuisce in modo rilevante a
carico corporeo di benzene e, indipendentemente dall’in-
dicatore utilizzato, rappresenta un interferente da conside-
rare nella valutazione dell’ esposizione professional e.

Nonostante ciascuno di questi NIE, singolarmente con-
Siderati, presenti problemi analitici o pre-analitici, i risul-
tati integrati di piu indicatori consentono di interpretare i
dati ottenuti e rendono cosi possibile il monitoraggio bio-
logico di gruppi di soggetti professionalmente esposti an-
che a basse concentrazioni. Questo potrebbe risultare assai
vantaggioso non solo per i lavoratori e per la popolazione
generale esposta, in quanto consente di quantificare la do-
se - pur modesta - di un cancerogeno noto, maanche per le
aziende, che potrebbero documentare |’evoluzione nel
tempo dell’ esposizione a benzene.

3.14 Esposizione a etilenbisditiocarbammati e etilen-
tiourea

L’esposizione a etilenbisditiocarbammati (EBDTC),
fungicidi largamente utilizzati in Italia, e a loro principa-
le metabolita etilentiourea (ETU) riguarda i lavoratori ad-
detti allaloro produzione, gli agricoltori che li utilizzano
e, in misura inferiore, la popolazione generale in seguito
al’ingestione di cibi contaminati. E stato sviluppato un
metodo analitico sensibile e specifico per la determina-
zione dell’ETU urinaria, che prevede I’ estrazione dell’ a
nalita dall’ urina, la sua derivatizzazione e la successiva
analisi in GC-MS. || metodo € stato applicato con succes-
so sia ala valutazione dell’esposizione professionale
(agricoltura) che in soggetti appartenenti alla popolazione
generale (50, 51).

3.15 3-3-dicloro benzidina

Le ammine aromatiche (AA) sono derivati dall’ammo-
niacadi cui almeno un atomo di idrogeno e sostituito daun
radicale aromatico ed il cui capostipite € I'anilina. Tra i
differenti e molteplici effetti patogeni attribuiti alle AA si-
curamente di maggior rilevanza é quello correlato alla po-
tenziale azione neoplastica sulla vescica. Ad oggi, I’ Unio-
ne Europea ha classificato 3 AA come cancerogene certe
per I’'uomo (benzidina, 2-naftilammina, 4-amminodifeni-
le), 20 AA come probabili cancerogene per I'uomo e 13
AA come possibili cancerogene per I’uomo. L’ esposizione
atali composti avviene principalmente in ambito occupa-
zionale, tuttavia una certa esposizione extraprofessionale
puo avvenire a causa della loro presenza in talune matrici
ambientali (cibo, acqua, suolo, cosmetici, medicinali) e,
soprattutto, nel fumo di sigaretta.

Con particolare riferimento ale AA certamente cance-
rogene per I’'uomo, occorre rilevare come il D.Lgs. 77/92
ne abbia vietato espressamente la produzione e I’ impiego,
pur consentendone I’ utilizzo in ambito sperimentale: ne
consegue che, sedaun lato si possono ritenere concluse le
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esposizioni importanti, responsabili delle epidemie di tu-
mori vescicali degli anni ‘60-*70, dall’ altro possono con-
tinuare ad esistere esposizioni a livelli molto contenuti,
ma comunque potenzialmente significativi. Esiste, inoltre,
e non e trascurabile, il problema dell’ eventuale inquina-
mento da AA a potenziale azione cancerogena, ad esem-
pio, di coloranti azoici. Da tali considerazioni € derivata
lanecessita di individuare metodiche in grado di dosare le
AA aconcentrazioni urinarie pari o inferiori a1 pg/l, me-
todiche che, al contempo, consentano di avere elevata
sensibilita e specificita, nonché prevedano unafacile pre-
parazione del campione. A tal scopo, pertanto, € stato par-
zialmente modificato il metodo proposto da Lichtenstein
et al. (52) che utilizza un sistema GC-MS, con una sensi-
bilita analitica pari @ 0,01 pg/l. Tale metodo e stato utiliz-
zato per il monitoraggio biologico di addetti alla prepara-
zione di vernici in polvere, esposti a 3,3 -diclorobenzidi-
na (53). Allo scopo di determinare valori di riferimento, &
in corso il dosaggio nelle urine di soggetti professional-
mente esposti (100 maschi e 100 femmine, 50 fumatori e
50 non fumatori per ogni gruppo) delle seguenti ammine
aromatiche: benzidina, isopropilfenilendiammina, 2-nafti-
lammina, 4-amminodifenile, o-toluidina, 3,3 -dicloroben-
zidina, p-amminofenolo, fenil-2-naftilammina, p-fenilen-
diammina, m-fenilendiammina (54).

4. Miscele

4.1 Miscele di elementi metallici

La crescente diffusione di tecniche multielemento per-
mette oggi la determinazione di un ampio spettro di anali-
ti sul medesimo campione biologico, anche nel caso di pic-
coli volumi di campione (urina, sangue intero, siero). La
tecnica piu usata & I'lCP-MS, che offre, rispetto a quelle
che I’hanno preceduta, vantaggi indiscutibili in termini di
numero e tipo di elementi misurabili e di bassi limiti di ri-
velabilitd. Molte sono le attivita lavorative che causano
un’ esposizione inalatoria a miscele di metalli. Nella valu-
tazione del rischio e nella sorveglianza sanitaria sarebbe
opportuno disporre di analisi biologiche in grado di misu-
rare il maggior numero possibile di elementi di interesse
tossicologico (55,56). In questi casi, I'analis pud essere
articolata in due tempi: una fase iniziale di screening per
I’identificazione dei metalli di maggiore interesse tossico-
logico, ed una piu mirata di tipo quantitativo limitata a
questi ultimi. L’ analisi multielemento pud consentire inol-
tre ladeterminazione di elementi essenziali e di evidenzia-
re una loro eventuale modificazione indotta dall’ aumento
di quelli tossici.

Tali tecniche sono state applicate dall’Universita di
Brescia per il monitoraggio delle concentrazioni urinarie
di 13 elementi metallici in due gruppi di lavoratori: uno di
addetti ad acciaierie elettriche (57) ed uno a vetrerie (58).
Nella prima casistica, le concentrazioni urinarie di tutti i
metalli dosati sono risultate sempre inferiori ai limiti (BEI-
BAT-EKA). Esse erano generalmente comprese al’ interno
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dell’intervallo dei valori di riferimento, a conferma delle
basse-molto basse esposizioni ambientali in ripetute inda-
gini. | valori pit elevati (ai limiti superiori dei valori di ri-
ferimento e a di sopra degli stessi) si sono registrati per
Pb, Al, Mn, Ni e Ba. In alcuni casi si sono osservate escre-
zioni di elementi come Sb, Be e Cs. Per i principali e piu
noti elementi, I'analisi ha quindi consentito di escludere
I’assorbimento di quantita tossicologicamente rilevanti,
evidenziando perd un assorbimento superiore aquello del-
la popolazione generale. Per elementi meno frequente-
mente reperibili nelle urine, come quelli sopra citati, s
possono raccogliere informazioni utili per I’individuazio-
ne di esposizioni da porre sotto controllo o per I’interpre-
tazione di dati relativi a particolari alterazioni cliniche o
strumentali nella sorveglianza sanitaria. Diverso eral’an-
damento osservato nella seconda casistica. Le concentra-
zioni urinarie di alcuni elementi caratterizzanti la miscela,
quali As e Sb, erano superiori ai valori biologici proposti
da agenzie e/o singoli ricercatori, mentre i valori degli al-
tri metalli erano generalmente superiori ai valori di riferi-
mento. Inoltre, nelle urine di alcuni lavoratori sono stati
dosati elementi, quali acuni lantanidi, che possono avere
non poco valore per I'interpretazione di evidenze clinico
strumentali come quelle di acune pneumoconiosi o di a-
tre broncopneumopatie croniche.

4.2 Miscele di solventi: vapori di benzina

Il metil-tert-butiletere (MtBE) pu0 rappresentare fino
al 15% (v/v) dei prodotti che compongono la benzina ed
e quindi facilmente quantificabile, laddove siano presen-
ti vapori derivati da questa miscela complessa. A causa
del microinquinamento dell’ aria e dell’ acqua, tale com-
posto risulta rilevabile anche nei campioni di sangue e
urina di soggetti di controllo (59). Inoltre, il MtBE non
essendo presente nel fumo di sigaretta, non interferisce
nel monitoraggio biologico delle possibili esposizioni
professionali (benzinai, addetti alla distillazione di pe-
trolio). Anche nel caso di esposizioni modeste rispetto al
limite ambientale proposto da ACGIH o DFG (anche
1000 volte inferiori), si osserva un considerevole incre-
mento del MtBE nei liquidi biologici (sangue e urina) al-
lafine del turno di lavoro. La citata non interferenza con
il fumo di sigaretta permette di osservare buone correla-
zioni con la concentrazione ambientale, quando essavie-
ne valutata per i singoli lavoratori sottoposti a controllo
biologico. Al contrario, la contemporanea analisi del
benzene (ematico e/o urinario) pud evidenziare che le
concentrazioni ambientali di benzina erano cosi basse da
non riuscire a modificare le concentrazioni biologiche
del benzene da inizio a fine turno. Inoltre, nel caso del
benzene il fumo di sigaretta rappresenta un fattore di
confondimento cosi importante da non permettere di di-
scriminare un’ eventual e esposizione avapori di benzina.
Solo nel caso di significative concentrazioni ambientali
di benzinal’analisi del benzene in materiali biologici as-
sume valori che permettono di confermare I’ esposizione
avapori di benzina. L’ analisi contemporanea di MtBE e
di benzene in campioni biologici pud essere utile per va-
lutare in modo piuttosto preciso e specifico questo ri-
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schio riducendo le possibili difficolta interpretative de-
terminate dalla diffusa abitudine a fumo e dalle mode-
ste esposizioni che sempre piu frequentemente vengono
riscontrate (60, 61).

4.3 Idrocarburi policiclici aromatici

[ monitoraggio biologico dell’ esposizione a idrocar-
buri policiclici aromatici (IPA) viene generalmente effet-
tuato mediante la misura dell’ escrezione urinaria di 1-
idrossipirene, metabolita del pirene, un composto sempre
presente nelle miscele aerodisperse di 1PA (62). La com-
posizione delle diverse miscele di |PA varia pero in fun-
zione dei differenti processi di combustione, e I’ 1-idros-
sipirene puo quindi fornire solo una stima indiretta del-
I’esposizione complessiva a IPA. In alternativa all’1-
idrossipirene, € stata valutata la possibilita di determina-
re gli IPA non metabolizzati presenti nell’urina di sog-
getti esposti a fumi di bitume e afumi diesel (64). Il me-
todo utilizzato prevede I’ utilizzo della tecnica della mi-
croestrazione in fase solida dello spazio di testa (HS-SP-
ME) seguita da analisi mediante GC-MS (63). Sono stéti
cosi quantificati otto IPA bassobollenti: naftalene, ace-
naftene, acenaftilene, fluorene, fenantrene, antracene,
fluorantene e pirene urinari. La presenza di I1PA non me-
tabolizzati e stata evidenziata in tutti i campioni di urina
analizzati. | valori di escrezione urinaria osservati sono
risultati diversi nei due gruppi di soggetti e per alcuni
analiti sono risultati associati ai rispettivi livelli di espo-
sizione ambientale. Inoltre i valori osservati nei campio-
ni raccolti primadel turno sono diversi da quelli osserva-
ti afine turno (64).

4.4 Miscele di composti organici persistenti

Pur essendo bandita la loro produzione da piu di 20
anni, i policlorobifenili (PCB) possono rientrare nell’ area
di interesse dei NIE in alcuni settori come la metallurgia,
lalavorazione dei rifiuti, le sempre pit frequenti attivita
di bonifica di siti inquinati. Mentre & nota da tempo la
misura dei PCB totali e di alcune loro classi (65), meto-
diche analitiche piu recenti e che utilizzano laGC-MS ad
alta risoluzione (HR) o a ionizzazione negativa, consen-
tono il dosaggio un numero di congeneri variabile da 10
a 50 o pit. Permangono pero alcuni punti critici sullalo-
ro determinazione e sull’ interpretazione dei dosaggi otte-
nuti quali: (i) la variabilita dei congeneri presenti nel
campione di siero in termini qualitativi €/o quantitativi;
(i) la specificita e sensibilita della tecnica utilizzata; (ii)
il numero e tipo di congeneri cui viene attribuita impor-
tanza; (iv) lamodalita sull’ espressione dei risultati (volu-
me, peso dei lipidi). E inoltre da valutare la proposta di
dosare alcuni congeneri come traccianti dell’ esposizione
complessiva e per correlarla ad alcuni effetti. E il caso
del PCB 153 ritenuto responsabile di interferenze con gli
ormoni tiroidei, o di alcuni congeneri ortosostituiti a so-
spetta azione neurotossica. Nel tentativo di fornire un
orientamento in merito a quali congeneri dosare per la
correttavalutazione dei dati epidemiologici in popolazio-
ni esposte a PCB, Gladen et al. (66) hanno dimostrato
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che, trai 40 congeneri dosati, 10 erano traloro fortemen-
teintercorrelati, 5 lo erano solo moderatamente e 9 erano
poco correlati. 1l dosaggio di 14 PCB non fornivano, a
detta degli autori, alcune informazioni, in quanto presen-
ti in meno del 30% dei soggetti esaminati. Per quelli for-
temente intercorrelati, la determinazione di tutti i conge-
neri non forniva informazioni aggiuntive rispetto alla de-
terminazione di un singolo congenere che li rappresen-
tasse: atal proposito, il PCB 153 poteva essere conside-
rato rappresentativo di altri 10 congeneri. Sarebbero cosi
i 6 congeneri non correlati ai congeneri principali (PCB
180, 74, 105, 118, 99 e 66) ad essere candidati, insieme
al PCB 153, al’inclusione nelle misure di dose per gli
studi epidemiologici. Il modello proposto per i PCB da
Gladen e coll. appare di notevole interesse teorico non
solo per lo studio delle miscele di composti organocloru-
rati persistenti maanche per lo studio delle miscele di xe-
nobiotici in senso lato.

In un’indagine condotta in un’acciaieria elettrica su
esposti a varie concentrazioni ambientali di PCB totali
comprese tra 5 e 100 pg /m?3, sono state misurate nel siero
dei lavoratori le concentrazioni di una misceladi 24 PCB,
compresetral e 19 pg/l ed abbastanza correlate con i da-
ti espositivi nelle aree prima delle fusioni dei rottami. Ben-
chél’ apporto lavorativo al totale della dose di PCB siasta-
ta calcolata intorno a 10% della dose totale, prevalendo
come noto I’ apporto di origine alimentare, € stato possibi-
le differenziare i lavoratori operanti in aree a minore o
maggiore esposizione. Non si sono evidenziati variazioni
nei livelli biologici di ormoni tiroidei, steroidei e sessuali
maschili nel soggetti adiverso livello di PCB nel siero, da-
to questo confermato anche in soggetti di altre casistiche
non occupazionali esposti alivelli superiori dei xenobioti-
Ci persistenti presi in esame.

5. Specie di elementi metallici

La speciazione degli elementi € la separazione e mi-
surazione di stati ossidativi (Crt3 e Cr*6, As*3 e As*,
HgO e Hg*?); di etil, metil, aril, alchil composti di As e
Sn; di complessi di Cu, Se, Cd, Zn con aminoacidi e pro-
teine; di complessi con ormoni (Al, 1). Attraverso essa si
dovrebbe migliorare I’apporto conoscitivo del monito-
raggio biologico, consentendo di meglio correlare le
quantita di xenobiotico (sue specie) con gli indicatori di
effetto funzionale od organico (67). L'importanza della
speciazione in medicina del lavoro e gia stata dimostrata
per lacomprensione di aspetti rilevanti della tossicocine-
tica di alcuni elementi (maggiore 0 minore assorbimen-
to/eliminazione dei diversi stati ossidativi di Cr, Hg o
ne degli enzimi zincodipendenti da parte del Cd non piu
chelabile da parte della metallotioneina a livello del tu-
bulo prossimale), nonché del diverso significato delle
specie organiche ed inorganiche nel monitoraggio delle
esposizioni lavorative ad As.

Lo sviluppo della speciazione in ambito biologico di-
pende in larga misura dalla disponibilita di metodi analiti-
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ci idonei. Tali metodi sono generalmente assai complessi a
causa della concentrazione molto bassa della specie, della
sua possibile modificazione indotta dal trattamento del
campione nelle diverse fasi dell’analisi, dell’interferenza
delle matrici biologiche. L’ altro aspetto in grado di condi-
zionare lo sviluppo della speciazione € il livello di cono-
scenza su esistenza, significato, destino di diverse specie
di un elemento. La speciazione degli elementi nel monito-
raggio biologico appare ancora oggi una procedura com-
plessa, costosa, spesso hon interamente valutabile rispetto
ala sua qualita. Dovendo pertanto decidere se applicarla
deve essere attentamente verificatal’ esistenzadi alcuni re-
quisiti riguardo al significato della specie che si vuole de-
terminare, ala disponibilita di metodi accettabili rispetto
ai (dichiarati) livelli di qualitd, alla praticabilita ed eticita
dei campionamenti, ma soprattutto ad una valutazione del
rapporto costi-benefici rispetto alla determinazione dell’ e-
lemento come tale.

Come esempio di miglioramento nello studio delle
esposizioni ottenuto mediante speciazione viene presen-
tato quello sull’ arsenico (As) descritto da Apostoli et al.
(68), riguardante 51 lavoratori maschi impiegati nell’in-
dustria del vetro con esposizione atriossido di As (valo-
re mediano 42 pg/md) e 39 soggetti di controllo non
esposti a As. Sono state studiate 5 specie di As [As®,
As>*, acido monometilarsonico (MMA), acido dimeti-
larsinico (DMA) e arsenobetaina (AsB)]: quella escreta
in proporzione maggiore era I’ AsB (34% dell’ As totale
per i lavoratori esposti e 66% nel gruppo di controllo),
cioe una specie non correlata con I’ esposizione. || DMA,
anch’esso forse non interamente ascrivibile all’ esposi-
zione professionale, era la seconda specie escreta, con
valori pari al 21% nei soggetti esposti ed a 36% nel
gruppo di controllo. Seguiva tra le specie metilate il
MMA (21% negli esposti ed 26% nei controlli). Le spe-
cie inorganiche (As3*+As°*) sono risultate misurabili in
21 lavoratori tra quelli piu esposti, con valori tra 1 e 68
pa/l; nei controlli sono state misurate in 4 soggetti, con
valori tra 0,5-1 pg/l. Per valori di esposizione pari a 10
ug/me si sono osservate le seguenti concentrazioni uri-
narie: As3* 4,3 ug/l, As® + As”* 5,3 ug/l, MMA 7,5 ug/l,
DMA 26,9 pg/l, As;orq + DMA + MMA 43,7 pg/l. Negli
esposti le migliori correlazioni con la concentrazione
ambientale del metallo si avevano per Agnorg + MMA +
DMA e per As®* + As®*. Di particolare interesse, perché
piu direttamente correlato con gli effetti dell’ As, appare
la possibilita di misurare la specie As3*.

6. Nuove matrici

6.1 Cute e correlati

Nel rapporto con |’ esposizione ad elementi, la cute pud
essere vista datre diversi punti di vista: come substrato di
deposizione-azione, come via di assorbimento di composti
organici ed, in misuraminore, di acune specie e composti
di metalli, e come unaviadi eliminazione attraverso cellu-
le esfoliate, annessi, sudore e sebo (69). 11 meccanismo di
trasferimento cellulare verso I’ esterno degli xenobiotici &
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caratterizzato dal passaggio dalla papilla dermica ale cel-
Iule epidermiche duranteil processo di maturazione-chera-
tinizzazione-esfoliazione. Nel sudore gli xenobiotici ven-
gono eliminati con un meccanismo di ultrafiltrazione del
siero, attraverso il quale la quota libera (non legata ale
proteine plasmatiche) diffonde nelle ghiandole sudoripare.
In parte minore, gli xenobiotici vengono poi eliminati con
il sebo una volta incorporati nelle soluzioni idrolipidiche
prodotte dalle ghiandole sebacee. Accanto all’analisi sul
sudore € stata sviluppata negli ultimi anni una tecnica di
prelievo mediante wipe test. |l test si avvale di un campio-
namento estemporaneo, solitamente effettuato alla fine del
turno di lavoro, strofinando con cura un’ area cutanea pre-
determinata (solitamente 10 cm x 10 cm) mediante un ade-
guato supporto in cellulosa a doppio velo. 1l supporto de-
ve essere umidificato con unasoluzione di TRITON X 100
diluito allo 0,05% in acqua. Il prelievo consente il dosag-
gio degli elementi presenti nel sudore, secreti come il se-
bo, e nelle cellule esfoliate. | risultati di uno studio con-
dotto dall’ Universita di Brescia su lavoratori esposti a co-
balto (Co) nella produzione di inserti diamantati hanno di-
mostrato I’ esistenza di una correlazione assai significativa
tra la concentrazione del metallo nell’ aria, urina e sangue
e quella negli wipe test di fine turno lavorativo, con valori
mediani rispettivamente di 6 pg/ms3, 56 pug/l nell’ urina e di
0,5 pg/dm? nello wipe. Si segnala che il Co cutaneo & ri-
sultato meglio correlato (r = 0,9) con i valori del metallo
nel sangue e che, per i lavoratori con maggiore esposizio-
ne, anche nei test del giorno dopo si sono dimostrati livel-
li ben correlati con le esposizioni del giorno prima.

6.2 Plasma: determinazione del piombo

Circail 90-95% del piombo (Pb) presente nel sangue
e legato agli eritrociti, la restante parte € nel plasma
(PbP). Qui il piombo é distribuito in tre distinte frazioni:
una associata a componenti a basso peso molecolare (so-
prattutto aminoacidi, quali la cisteina); un’altra legata a
componenti ad alto peso molecolare con i quali forma
complessi con siti leganti che contengono zolfo, azoto e
ossigeno; una frazione piu modesta € infine presente nel
plasma in forma libera, ionizzata e diffusibile. Soltanto
quest’ ultima costituisce la frazione metabolicamente atti-
vadi tutto il pool corporeo di Pb. Essaéin equilibrio con
la quantita assorbita, la quantita escreta e con i livelli del
Pb nei compartimenti extracellulari. Dal momento che il
dosaggio della frazione plasmatica realmente diffusibile
non e attualmente possibile, da tempo viene effettuato il
dosaggio della frazione plasmatica totale, gia di per sé
difficoltoso a causa dei suoi bassi livelli. Un migliora-
mento delle capacita analitiche € avvenuto con la mag-
giore disponibilita nei nostri laboratori dell’|CP-MS, tec-
nica che oltre ad essere tra le piu sensibili per la misura
di singoli elementi nelle matrici biologiche offre il van-
taggio di poter escludere complessi pretrattamenti sul
campione analizzato.

Attraverso le misure condotte con questa tecnica alcu-
ni autori hanno ipotizzato che la concentrazione di PbP au-
menterebbe secondo una relazione lineare con la concen-
trazione atmosferica del Pb, mentre la concentrazione
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ematica raggiungerebbe un plateau in corrispondenza di
ati valori di esposizione, in conseguenza alla saturazione
dei siti di legame delle proteine eritrocitarie. Altri autori
hanno avanzato I'ipotesi chetrale concentrazioni di PbPe
Pb ematico (PbB) esista una relazione di tipo logaritmico,
valida per un ampio intervallo di valori di PbP (2,13-39,7
pg/l). Inoltre i dati raccolti indicano che la concentrazione
di PbP si mantiene all’incirca costante, attorno allo 0,29%
della piombemia, e comunque sempre inferiore allo 0,5%,
con valori di PbPintorno a2 (range 1-2.5) pg/l per PbB di
400 pg/l (70-72).

Nello studio policentrico MIUR concluso nel 2003
(73) la concentrazione media di PbP negli esposti (con
PbB mediana attorno ai 30 pg/l) é risultata pari a 1,5 pg/l,
con mediana 0,95 pg/l e range 0,01-8,9 pg/l. Nei controlli
(con PbB attorno ai 5 pg/l) il PbP erisultato avere una con-
centrazione media di 0,55 pg/l, mediana 0,34 pg/l, range
0,07- 6,4 pg/l. Larelazione con il PbB € risultata di tipo
esponenziale, con livelli di PbP significativamente diversi
nei quattro gruppi caratterizzati da esposizione crescente
di PbB (da <212 a >402 pg/l). Dai nostri risultati emerge
che laproposta di introdurre il PbP quale indicatore di do-
se biologicamente efficace nella pratica routinaria appare
ostacolata da una notevole variabilita biologica legata ale
tecniche di raccoltaed al trattamento del campione. Un suo
uso puo essere tuttaviaindicato su base individuale per una
migliore interpretazione di singoli quadri clinici, laborato-
ristici o strumentali.

6.3 Condensato dell’ aria esalata

[ condensato dell’ aria espirata (CAE), liquido che si
forma raffreddando I’ esalato, € stato proposto come nuo-
vo metodo per campionare il fluido di rivestimento bron-
co-polmonare. | principi generali che ne regolano la for-
mazione non sono del tutto noti, tuttavia si ipotizza chele
goccioline di fluido polmonare siano liberate e trasporta-
te dalla corrente di vapore espirata e possono in seguito
essere raccolte nel condensatore. |l CAE si ottiene facen-
do respirare il soggetto a volume corrente per un determi-
nato tempo entro un apposito condensatore, dove I'aria &
raffreddata a temperatura variabile e la condensa raccolta
in appositi contenitori. La raccolta del CAE e effettuata
per due obiettivi importanti: i) avere informazioni sul
meccanismo fisiopatologici nelle vie aeree rilevando i
cambiamenti nei livelli dei mediatori; ii) avere informa
zioni sulla composizione del fluido di rivestimento bron-
colaveolare. Questa seconda caratteristica lo rende parti-
colarmente adatto nello studio degli effetti polmonari le-
gati al’ esposizione a sostanze pneumotossiche. Infatti, il
CAE puo essere utilizzato sia per stimare la dose a ber-
saglio che per valutare eventuali effetti precoci sul pol-
mone (74). La stima della dose a bersaglio potrebbe rap-
presentare un complementare approccio ai comuni meto-
di utilizzati per il monitoraggio biologico, nei quali si uti-
lizzano matrici come il sangue e |’ urina, la cui concentra-
zione dell’ indicatore riflette |a dose sistemica e non, o so-
lo in parte, ladose a bersaglio.

Unarecente indagine hadimostrato I’ utilita del CAE
come nuova matrice da utilizzare per il monitoraggio
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biologico in lavoratori esposti ale miscele di metalli
duri [cobalto (Co) e tungsteno (W)] (75). Brevemente,
in un gruppo di lavoratori esposti, un campione di CAE
e di urina e stato raccolto ad inizio e fine turno per il do-
saggio di Co e W; un’aliquota di CAE é stata anche uti-
lizzata per il dosaggio dellamalondialdeide (MDA) esa-
lata, quale indicatore polmonare di stress ossidativo.
Nel CAE dei soggetti di controllo, il Co erarilevabile a
livelli molto bassi, mentre il W non eradosabile. Nei la-
voratori esposti, i livelli di Co nel CAE variavano da al-
cune a diverse centinaia di nmol/l. | corrispettivi livelli
di W nel CAE andavano da livelli non dosabili a parec-
chie decine di nmol/l. I livelli sia di Co che di W nel
CAE e nell’ urina erano piu alti ala fine del turno lavo-
rativo rispetto all’inizio del turno. Nel CAE, i livelli di
MDA erano positivamente correlati con i rispettivi li-
velli di Co, e laddove era presente co-esposizione a W,
guesta determinava un ulteriore incremento nei livelli di
MDA. Al contrario, i livelli di MDA nel CAE non cor-
relavano con le concentrazioni urinarie di Co. La deter-
minazione di indicatori a livello del CAE potrebbe
quindi essere di aiuto complementare per lavalutazione,
non invasiva, delle proprieta tossicocinetiche delle so-
stanze e per quantificare laloro dose alivello dell’ orga-
no bersaglio.

7. Discussione

Si riapre periodicamente la discussione se gli indicato-
ri di esposizione siano o no da considerare biomarker. Si
puo riportare come esempio quanto sostenuto da Gil e Pla
(76), e cioé che indicatore biologico & una risposta biolo-
gica a un tossico e non la presenza dell’ agente o dei suoi
metaboliti nell’ organismo. In questo in realtasi rifacevano
ad una ben nota definizione della National Academy of
Science (“gli indicatori biologici sono alterazioni causate
da un tossico in componenti cellulari o in processi biochi-
mici, in strutture o funzioni, tale da essere misurabile nel
sistema biologico stesso 0 in un suo campione”). Gli stes-
s autori, peraltro, avevano dovuto ammettere che non si
commettevano errori nel sostenere che la misurazione dei
tossici e dei loro metaboliti fornivano un’indicazione im-
portante sull’ esposizione, potendo cosi essere considerata
misura di “indicatore biologico”.

Gia qualche anno prima Sildeberg e Davis (77) aveva-
no a loro modo risolto il problema definendo I’indicatore
di esposizione come “segnale fisiologico in grado di riflet-
tere un’esposizione”. Non dovrebbero esistere pertanto
dubbi che a di la di acune sottigliezze semantiche quelli
che noi usiamo da anni per la misura attraverso dosaggi
nelle matrici biologiche vanno atutti gli effetti considera-
ti come indicatori biologici.

7.1 Requisiti essenziali degli indicatori biologici

Gli indicatori di esposizione sono comunemente utiliz-
zati per riconoscere e classificare i singoli soggetti (o loro
gruppi) come o in quanto esposti a determinati xenobioti-
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ci. Tuttavia & necessario, per unaloro corretta applicazio-

ne, conoscerne la vaidita, componendola, come ad esem-

pio consigliaAitio (78), in:

= qualita andlitica necessaria e standardizzabile rivolta
non solo ai fattori tecnici di misurazione (calibrazione,
specifiche procedure, proficiency test), ma anche stan-
dardizzazione nella preparazione dei soggetti e nella
raccolta, trasporto, conservazione e preparazione dei
campioni;

= conoscenze tossicocinetiche (assorbimento, trasporto,
deposito, metabolizzazione, escrezione) nelle quali de-
vono essere considerate le possibili influenze che le
abitudini di vita, le condizioni fisiologiche, ambiente
ed alimentazione possono avere.

7.2 Specificita e sensibilita

Specificita e sensibilita del metodo sono trale compo-
nenti essenziali della misura degli indicatori di esposizio-
ne. Conil termine di “specificitaanalitica’ s intendelaca-
pacita di un metodo analitico di dosare esclusivamente la
sostanza chimica che si desidera misurare. Per “ specificita
metabolica’ si intende, invece, la percentuale di analita do-
sato che deriva dai processi metabolici che coinvolgono il
tossico e hon da altri processi.

La sensibilita (correntemente misurata attraverso il li-
mite di quantizzazione) € un parametro essenziale specie
nelle basse-bassissime dosi in quanto consente di definire
I’ esistenza stessa dell’ esposizione e dell’ assorbimento di
uno xenobiotico. Molti giudizi del passato circa |’ assenza
di esposizione erano in realta il frutto di una tecnica o di
un metodo analitico non sufficientemente sensibili.

Laspecificitanel ricercarel’ origine del metabolita (o
del tossico) e particolarmente importante nelle azioni di
prevenzione, in quanto la popolazione professional men-
te esposta puo assorbire i tossici attraverso altre sorgen-
ti (ambiente di vita, dieta). Tuttavia gli indicatori di
esposizione non sono in grado di distinguere I’ esposi-
zione generale da quella occupazionale. Pertanto la di-
stinzione tra popolazione professionalmente esposta e
popolazione generale € basata sul confronto con i valori
di riferimento appropriati. Quando I’ esposizione occu-
pazionale si verifica per dosi elevate, la distinzione e re-
lativamente semplice. Al contrario, se I’ esposizione si
verifica per dosi molto simili a quelle che si riscontrano
nella popolazione generale distinguere la popolazione
occupazionalmente esposta diviene piu difficoltoso.
Questa situazione ha un importante riscontro sul metodo
utilizzato per dosare gli indicatori di esposizione: infatti
esposizioni a elevate dosi possono essere riconosciute
anche attraverso I’ applicazione di metodi con bassa spe-
cificita analitica e metabolica, al contrario di esposizio-
ni adosi molto basse che invece richiedono una maggio-
re sensibilita.

7.3 Rapporto tra monitoraggio ambientale e biologico

La valutazione quantitativa dell’ esposizione si basa
sulla conoscenza della relazione tra dose esterna e indi-
catore biologico. Centrale & pertanto la dimostrazione



G Ital Med Lav Erg 2004; 26:4
www.gimle.fsm.it

dellarelazione traindicatori biologici misurati e monito-
raggio ambientale. Tale relazione € nota per molte so-
stanze tossiche assorbite per via respiratoria. Eventuali
discrepanze non devono stupire e possono essere giusti-
ficate dall’ assorbimento per altre vie, in particolare per
via percutanea, o da misure inappropriate dell’ esposizio-
ne (ad es. imbrattamento dei campionatori) o, infine, da
errori nella scelta dei termini da mettere a confronto,
specie nel caso di sostanze a cinetica molto rapida o che
presentino una lunga | atenza tra esposizione ed assorbi-
mento. Nel valutare I’ esposizione attraverso gli indica-
tori biologici € importante tenere conto di tutte le vie di
assorbimento, della concentrazione dei tossici e dellalo-
ro emivita: il dosaggio afine turno dell’indicatore biolo-
gico di esposizione per un tossico con emivitadi 4-8 ore
riflette in genere I’ esposizione avvenuta durante la gior-
nata, con emivitadi 50-100 ore il campionamento allafi-
ne della settimana lavorativa € in grado di rappresentare
I"esposizione di piu giorni precedenti. Va peraltro sem-
pre ricordato che stime per difetto (indicatori biologici
bassi per esposizioni elevate) possono trovare giustifica-
zioni di ordine fisiologico, mentre la situazione opposta
(indicatori biologici elevati per bassi livelli di esposizio-
ne) puo avere diverse spiegazioni, che in ordine di fre-
guenza comprendono: sottostima dell’ esposizione com-
plessiva (che puo essere avvenuta in tempi diversi da
quelli campionati o attraverso vie non considerate),
aspecificita della sostanza o del metabolita, che potreb-
bero derivare dal metabolismo endogeno o anche dalla
biotrasformazione di xenobiotici non considerati, man-
cata normalizzazione dei dati urinari ottenuti in campio-
ni particolarmente concentrati.

7.4 Priorita

Nelle attuali condizioni, lo sviluppo di nuovi indicato-
ri di esposizione dovrebbe essere condizionato dalle possi-
bili combinazioni tra interesse per un determinato xeno-
bictico e la sua fruibilita. L'interesse, a sua volta, puo es-
sere in una fase iniziale limitato come applicazione prati-
ca, ma sostenuto da forti motivazioni di ricerca o dall’es-
sere paradigma per altri indicatori di xenobiotici.

A nostro avviso, vi dovrebbe essere un rinnovato inte-
resse per questo tipo di indicatori e conseguentemente una
sceltadi nuovi investimenti in questo ambito, specie su al-
cuni dei temi presentati, come indicatori piu sensibili, in-
dicatori di miscela, analisi di huove matrici, individuazio-
ne delle forme/specie metabolicamente attive. Va infatti
sottolineato che, come ricordato in premessa, la gran parte
dell’ attuale monitoraggio biologico si fonda sugli indica-
tori di esposizione. I monitoraggio biologico (in cui il ruo-
lo del medico del lavoro e fuori discussione) richiede con-
tinui investimenti per sviluppare NIE.

7.5 Indicatori biologici e valori limite

Il ricorso agli IBE €& da considerare un approccio mol-
to pragmatico, come dimostrato dalle due principali entita
di riferimento in questo campo: ACGIH e DFG (79, 80). |
biomarkers ammessi sono inseriti nelle liste quando i pro-
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ponenti hanno ritenuto che fossero stati raggiunti suffi-
cienti livelli di predittivitadell’ esposizione e di affidabilita
analitica. In questo modo si € arrivati a9 elementi metalli-
ci, 18 composti organici tal quali, 30 metaboliti, 3 indica
tori per gruppi di composti per ACGIH; a10 (3 EKA) ele-
menti metallici, 19 (8 EKA) composti organici tal quali, 27
(8 EKA) metabolici per DFG. Va sottolineato come DFG
dia conto, pur precisandone un grado di incompleta valu-
tazione, della possibilita di misurare 7 composti/metaboli-
ti e 4 elementi metallici.

Valela penaricordare che nel periodo danoi qui con-
siderato per i NIE (1999-2004) ACGIH ha inserito i se-
guenti BEI: 2,5-esandione senza idrolisi ed indicato an-
che per metil-n-butil-chetone; solo acido mandelico di
fine turno per stirene, unitamente a stirene in sangue ve-
noso; tetraidrofurano; N-acetil-S-(N-metilcarbamoil)ci-
steinain uring; acido tt-muconico per benzene. Da parte
sua, DFG haintrodotto per i BAT n-butil-alcol; cumene;
cicloesano; N,N-dimetilacetammide; lindano; mangane-
se urinario; per gli EKA: diclorometano; e per gli EKA
non completamente valutabili: Sh, Be; 1-4-dicloro-ben-
zene, etilbenzene.

7.6 Aspetti pratici

Accessibilita e costi sono stati spesso posti come fat-
tori limitanti lafruibilitadei NIE. Pur condividendo in li-
neadi principio unatale valutazione, pensiamo sia giusto
sottolineare che in questa fase le discriminanti vere siano
lavalidita del NIE ed un giudizio di sua necessita nella
situazione data per migliorare la valutazione del rischio
e/o la sorveglianza sanitaria. Cosi come nessuno si mera-
viglia dei costi del set di marcatori virali necessari per il
controllo degli esposti a rischio biologico, appunto per-
ché validi e necessari, sorprende che problemi siano po-
sti per indicatori di altri fattori di rischio, a condizione
che, come detto, siano validi e necessari. Per quanto at-
tiene alla accessibilita in un Paese di limitata estensione
e facilita di comunicazione come il nostro, non dovrebbe
rappresentare un problema spostare i campioni a qualche
centinaia di chilometri utilizzando, fino a quanto la me-
todicasia piu diffusamente disponibile, i centri chel” han-
no messa a punto.

7.7 Informazione

Molto spesso I’ informazione sulla disponibilitadi NIE
e affidata a articoli su riviste a volte internazionali che a
fatica raggiungono i potenziali utenti. Adeguati livelli
informativi sono inoltre necessari anche sui punti prece-
dentemente illustrati. Sarebbe utile un riferimento il piu
possibile completo sullo stato dell’ arte, comprese lericer-
chein atto su singoli NIE. La costituzione di un network
NIE sotto I’egida SIMILI che inizi quanto meno colle-
gando i centri che hanno collaborato a questa relazione e
che parta con lamessain comune dei contenuti della stes-
sa pare a noi un’occasione da non perdere. Sara anche
I” occasione per migliorare in generale i rapporti trai cen-
tri di ricerca e quindi il lavoro che tutti svolgiamo nel-
I”ambito del monitoraggio biologico.
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