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RIASSUNTO. Gli elementi metallici o loro specie classificati
R45 ed R49 sono come noto ar senico, berillio, cadmio, cobalto,
cromo e nichel. Essi sono prevalentemente deboli mutageni e
non formano addotti con il DNA.

L’ effetto cancerogeno degli elementi cancerogeni dipende dalla
loro abilita di penetrare nella cellula e di interagire con i siti
target; caratteristiche determinanti risultano essere pertanto lo
stato di ossidazione, la carica, la solubilita, le proprieta di
legame, la struttura stereochimica e la possibilita di interagire
con altri xenobiotici.

| meccanismi non genotossici responsabili della
cancerogenicita degli elementi metallici possono essere
ricondotti a stress ossidativo, inibizione dei meccanismi di
riparazione del DNA, alterazione dei segnali di trasduzione e a
modificazione dell’ espressione genica. Viene sottolineato come
ogni specie metallica puo esercitare pero distinte interazioni
molecolari alcune delle quali saranno presentate e discusse in
questo contributo, nel quale si sottolinea anche I’'importanza
della possibile interazione tra elementi metallici ed altri
cancerogeni organici.

Parole chiave: elementi metallici e specie R45 ed R49,
meccanismi di azione diretti ed indiretti, cancerogenesi.

ABSTRACT. MECHANISMS OF ACTION FOR METALLIC ELEMENTS
AND THEIR SPECIES CLASSIFIED CARCINOGEN R 45 AND R 49 BY
EU.In this paper we will deal with mechanism of carcinogenic
action of metallic elements and their species (arsenic, beryllium,
cadmium, cobalt, chromium, nichel) identified by EU as
carcinogen R 45 or R 49.

The carcinogenic effect depended on the ability of to penetrate
the cell and interacted with the target sites, therefore the state of
oxidation, charging, the solubility, type of binding,
stereochemistry and the ability to interact with other xenobiotics
were crucial.

The carcinogenic metallic elements classified R45 or R49 are
essentially weak mutagen and do not form adducts with the DNA
asinitial step of their carcinogenicity

In spite of the wide range of metallic elements physicochemical
properties, some common general mechanisms of carcinogenesis
emerge: from the induction of oxidative stress, to inhibition of
DNA repair, from activation of mitogenic signalling, to epigenetic
modification of gene expression. However, each species lead to
specific molecular interactions and were subject to different
bioavailability. It has been also strongly supported the hypothesis
that the metallic elements may act as a co-carcinogen with other
organic compounds, for example with PAH.

Key words: metallic elements and species, carcinogens R45, R49,
mechanisms, carcinogenic action.

Introduzione

Come noto gli obblighi conoscitivi, preventivi e di con-
trollo, anche sanitario sono, per la nostra legge, da indiriz-
zare verso composti 0 sostanze identificati con le frasi di ri-
schio R45 ed R49 (Puo provocare il cancro” e “Pud provo-
care il cancro per inalazione, rispettivamente). Tratteremo
pertanto prioritariamente i meccanismi di azione di arseni-
co, berillio, cadmio, cobalto, cromo e nichel o loro specie
cui sono state attribuite lefrasi di rischio richiamate ed in un
successivo contributo gli altri elementi e specie con diverse
frasi, soprattutto R40 (Possibilita di effetti cancerogeni -
Prove insufficienti), quali piombo,vanadio ed antimonio.

Nel periodo di elaborazione di questo lavoro che aveva
come obiettivo quello di riunire tutte le informazioni di-
sponibili sullacancerogenesi degli elementi metalici é sta-
to pubblicato un fascicolo monografico di Archives of
Toxicology sulla tossicita degli elementi metallici (1) con
una rewiew di Beyersmann et a. (2) che tratta proprio i
meccanismi di azione di quelli identificati come cancero-
geni. Questo articolo, uscito in coincidenza con il nostro
progetto in elaborazione da alcuni mesi, é risultato prezio-
so per laverificaed il completamento di alcune parti della
nostra trattazione.

L’ obiettivo della nostra rassegna rimane quello di faci-
litare la comprensione delle ragioni che hanno portato ala
identificazione e classificazione dell’elemento o di sue
specie, di cogliere eventuali loro peculiarita e di proporre
una loro collocazione assoluta e relativa rispetto ala loro
capacita di causare tumori negli esposti. Il tutto, valoriz-
zando soprattutto gli indicatori di dose e di effetto preco-
ce, dovrebbe consentire una sempre pit adeguata messa a
punto di criteri e metodi di misura dell’ esposizione e del
rischio ed una piu efficace individuazione delle misure di
prevenzione e sorveglianza sanitaria.

Arsenico (As)

L"arsenico € un tradizionale cancerogeno ambientale ed
occupazionale. Esso s trova naturalmente nelle falde acqui-
fereenel particolato atmosferico siadi origine antropicache
naturale. La concentrazione di arsenico in organismi marini
ealghe, sotto formadi arsenobetaina e arsenozuccheri, € piu
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ata di quella presente in dtri cibi di origine animale o ve-
getale. In alcune specie di pesci S trovano concentrazioni
comprese tra 1-10 mg/kg, mentre in pesci di fondali, crosta-
cel e alghe possono contenere fini 2100 mg di AYKg. L'ar-
senobetaina, specie organicadell’ As, & lapit comune forma
arsenicale presente in pesci e molluschi (3).

L’esposizione occupazionale ad arsenico inorganico
avviene in settori professionali quali le fonderie di metalli
non ferrosi, la produzione del vetro, la produzione e uso di
pesticidi.

E noto da tempo che I’inalazione di arsenico pud cau-
sare tumore polmonare, mentre I'ingestione pud essere
causa di tumori cutanei, respiratori, epatici e vescicali (4).

La concentrazione di arsenico nei polmoni puo essere
15-20 volte piu altanegli esposti professionali che nei sog-
getti di controllo (5).

L’ arsenico & assorbito dall’ organismo sia nelle sue spe-
cie inorganiche trivalenti o pentavalenti (As(l11) o As(V))
chein quelle organiche (composti adifferente grado di me-
tilazione fino all’ arsenobetaina). In condizioni anaerobi-
che predomina I’ As(111) piu tossico dell’ As(V) a causa di
un veloce assorbimento cellulare di una maggiore capacita
alegars a siti sulfidrilici delle proteine e di una maggio-
re tendenza a formare radicali liberi (6).

L’ arsenico nonostante la sua bassa attivita genotossica,
eingrado di indurre alterazioni cromosomiche come aber-
razioni, aneuplidia e scambi di cromatidi fratelli ma non
mutazioni puntiformi ed esplicala sua azione cancerogena
praticamente attraverso tutti i meccanismi possibili, fra
cui: stress ossidativo, danni @ DNA, inibizione dei pro-
cess di riparazione, alterazione della metilazione del
DNA, aberrazioni cromosomiche, attivazione dei segnali
di trasduzione dell’ espressione genica, modificazioni del
controllo del ciclo e delladifferenziazione cellulari ed agi-
sce a livello della modulazione dei segnali responsabili
della crescita cellulare (7).

La conversione enzimatica dell’arsenico inorganico
nelle specie mono e dimetilate € stata a lungo considerata
come un meccanismo di detossificazione delle specie inor-
ganiche e s eritenuto che solo le specie inorganiche fosse-
ro dotate di potere cancerogeno. Studi piu recenti hanno in-
vece dimostrato che |’ acido dimetilarsinico (DMA) e |’ aci-
do monometilarsonico (MMA) possono essere cancerogeni
ad altedos e citotossici per laformazione di intermedi reat-
tivi con conseguente proliferazione cellulare (8-10).

Su modelli cellulari ed animali I’ arsenico trivalente e
probabilmente alcune specie metilate possono attivare se-
gnali di trasduzione con conseguente aumento della proli-
ferazione cellulare, ridurre segnali anti-proliferazione, ini-
bire la differenziazione cellulare e annullare i processi che
controllano le divisioni cellulari. L' aumento della prolife-
razione cellulare € mediato da diversi meccanismi fra cui
I attivazione del fattore di trascrizione AP-1 attraverso la
chinasi mitogen-activated protein (MAP) e la proteina chi-
nasi C (PKC) (112).

Dong (12) ha dimostrato che I’esposizione di cellule
JB6 a basse dosi di arsenico (0,5-24 pum) induce trasfor-
mazione cellulare mentre I’ esposizione ad alte concentra-
zioni (50-100pm) induce apoptosi, probabilmente a causa
dellatossicita dell’ arsenico. L’ apoptosi indotta dall’ arseni-
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co non e dipendente dal soppressore tumorale p53 come &
stato dimostrato studiando I’ effetto dell’ arsenico su dueli-
nee cellulari di fibroblasti unap53*/* e unaps3™-. 1l tratta-
mento con arsenico ha indotto apoptosi in entrambe le li-
nee cellulari, proprieta questa che puo essere sfruttata uti-
lizzando I’arsenico nell’indurre apoptosi in tumori con
mutazioni p53 (13).

Le forme inorganiche di arsenico (sia Ill che V) mo-
strano un basso nullo o potenzial e potere mutageno in mo-
delli animali e batterici e solo in combinazione con altri
agenti come luce UV, radiazione ionizzanti e agenti alchi-
lanti provocano danni @ DNA. L’ arsenico inibisce anchei
processi di riparazione del DNA aumentando quindi |'a
zione mutagena e cancerogena di agenti direttamente ge-
notossici (14).

Lau et al., (15) hanno dimostrato che una coesposizio-
ne a arsenico e benzo(a)pirene (BaP) aumenta la trasfor-
mazione cellulare di 100 volte rispetto alla singola esposi-
zione. Studi in vivo mostrano che I'arsenico potenzia la
formazione di addotti al DNA a basse dosi; il livello di
adotti BaP-DNA in polmoni e cute & superiore in seguito a
coesposizione con arsenico e nel caso del polmone la dif-
ferenza e statisticamente significativa (p=0,038) (14).

Maier et al., (16), riportano che |’ arsenico potenziail le-
game del BaP con il DNA in vitro aumentando il livello di
addotti BaP-DNA di 17 volte. Lo studio in vivo riporta il
medesimo andamento anche se con un aumento inferiore.

Poche pero le evidenze epidemiologiche che indicano
come |’arsenico e il fumo di sigarette agiscano sinergica-
mente promuovendo |o stress ossidativo e quindi I’ ossida-
zione a DNA (17).

Sono stati indagati gli effetti dell’ As(l11) sull’ espres-
sione genica delle cicloossigenas 2 (COX,) delle cellule
endoteliai e si évisto chel’induzione é associata a un au-
mento di due volte del livello di prostaglandine, infatti una
overexpression di COX,, inducibili sono associate a in-
fiammazioni vascolari e proliferazioni cellulari. L' aumen-
to delle COX da parte dell’ arsenico passa attraverso la sti-
molazione dell’ attivita delle proteine chinasi IkappaB ki-
nase (IKK) (18).

Nessun enzima dei sistemi di riparazione del DNA &
inibito dall’arsenico con eccezione della polimerasi
polyADP-ribose (PARP), & quindi improbabile che I’ ef-
fetto dell’arsenico sui meccanismi di riparazione del
DNA avvenga attraverso una interazione diretta con gli
enzimi addetti ma indirettamente attraverso una modula-
zione genica.

La misura delle specie dell’arsenico nel monitoraggio
biologico puo risultare di grande utilita. La valutazione
delle diverse specie dell’ arsenico presenti nell’ urina di la-
voratori esposti ad anidride arseniosa dell’ ordine di 30-
150pg/mS ha dimostrato |’ importanza della speciazione at-
traverso la correlazione nelle urine fra arsenico nell’aria e
lasommadi As(l11) e As(V) (19). L’arsenico trivalente ri-
sulta essere la specie piu attiva e la sua misura nelle urine
rappresenta il miglior indicatore degli effetti “critici” di
guesto elemento come il cancro.

Un aspetto particolare dell’ arsenico &€ emerso da stu-
di epidemiologici che hanno messo in evidenza come il
rischio relativo di tumore nella popolazione esposta a
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livelli < 60ppb nell’ acqua potabile € inferiore del rischio
nella popolazione non esposta (20,21). L'evidenza che
I"arsenico puo avere un effetto ormesico, ossia avere una
opposta azione in base ala dose e in genere protettiva a
basse dosi, € stata osservatanei confronti di specifici mec-
canismi d’'azione come la proliferazione cellulare (22), la
riparazione del DNA (23), telomerasi (24) e stress ossida-
tivo (25). Le dosi per cui |’ arsenico trivalente induce una
azione protettiva nei confronti di culture cellulari umane
sono comprese fra0.1 e 2 pM (26), a queste dosi si osser-
va variazioni nella regolazione genica della trascrizione
che porta a modificazioni del livello di proteine e dell’ at-
tivitaenzimatica. A dosi maggiori (>10 uM) I'arsenico in-
duce danni a DNA e mitocondri e apoptosi (27) e una de
regolazione di alcuni geni lacui espressione erainvecein-
dotta dalla basse dosi di arsenico (23, 24).

L’azione cancerogena dell’arsenico passa attraverso
tutti i principali meccanismi di azione che portano a proli-
ferazione e instabilita genica, non tralasciando la suarile-
vante azione co-cancerogena verso atri e piu diffusi com-
posti organici.

Considerataladiffusione, I’ azione cancerogena di que-
sto elemento € stata a lungo studiata evidenziando i nume-
rosi meccanismi implicati el’importanza della specie coin-
volta, certo risulta essere il coinvolgimento delle specie
inorganiche e si sta aprendo un impegnativo dibattito su
quello di acuni metaboliti organici metilati.

Berillio (Be)

In naturail berillio si trova sotto formadi silicato di al-
luminio, e dal punto di vista chimico mostra proprieta si-
mili aquelli dei composti di aluminio dal quale € a volte
difficilmente separabile. Sottoformadi leghe, come quelle
Be-Cu, € impiegato nel settore elettronico, automobilisti-
o, militare e aerospaziale e si puo trovare nelle produzio-
ni di aluminio.

Solo un limitato numero di studi pero é stato dedicato ai
meccanismi di azione cancerogeni e mutageni del berillio.

Il berillio puo entrare nella cellula attraverso 1o stesso
carrier del magnesio e competere con nei siti di lega-
me biochimici come gruppi fosfati di nucletidi e acidi nu-
cleici (2).

Il berillio ei suoi sali inducono trasformazioni cellula-
ri su culture di mammiferi, si legano a nucleoproteine, ini-
biscono enzimi coinvolti nellasintesi del DNA e inducono
mutazioni geniche (28).

Saggi di mutazioni e aberrazioni cromosomiche sul be-
rillio ei suoi composti hanno fornito risultati contraddittori.
| test batterici sono negativi mentre quelli su cellule di mam-
miferi mostrano un evidenza di induzione di mutazioni,
aberrazioni cromosomiche e trasformazioni cellulari (29).

Comeil cadmio, il berillio non partecipa areazioni re-
dox in condizioni fisiologiche. Ulteriori meccanismi di
azione del berillio sono stati individuati nella deregolazio-
ne della proliferazione cellulare e dell’ attivazione dei se-
gnali di trascrizione.

Per i tumori polmonari, una esposizione di berillio di
17 pg/g di polmone induce tumori maligni /o benigni nel
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50% degli animali trattati di entrambi i sessi, con una so-
pravvivenza =1; si nota una sostanziale molteplicita tumo-
rale ma non sono presenti mutazioni geniche di proteine e
geni in grado di controllare la proliferazione cellulare co-
me K-ras e p53 (30).

La proliferazione cellulare indotta da fluoruri di beril-
lio (BeF,) dipende dalla disponibilita cellulare di Ca2*, un
aumento di Ca2* causa attivazione di proteina chinasi C
(PKC) laquale promuove eventi cellulari legati allafosfo-
rilazione di proteine (31).

Il BeF,, provoca un aumento dei livelli di Ca2* equesto
puod spiegare la genotossicita e citotossicita attraverso la
modulazione di segnali di trasduzione.

Non tutti i sali del berillio inducono gli stessi effetti e
il fluoruro di berillio rappresenta una situazione unica con
effetti sui segnali di trasduzione e sul metabolismo energe-
tico, inibendo, ad esempio, le ATPasi (32).

L’ esposizione dei macrofagi peritoneali a BeF, causa
un aumento di 1,5-2 volte I’ espressione delle proteine c-
fos e c-myc e della fosforilazione di MEK1, ERK1, p38
MAPK e JNK (28).

Il solfato di berillio provoca trasformazioni morfol ogi-
che potenzialmente cancerogene su cellule di mammiferi
attribuite all’ amplificazione genica di K-rase c-jun e acu-
ne tasformazioni cellulari berillio-indotte hanno un poten-
ziale neoplastico dato dall’ instabilita genomica (33).

Hamada et a., (34) studiando linee cellulari esposte a
Be dimostrano che non vi sono aumenti nei livelli dei prin-
cipali fattori di trascrizione, NF-k; AP-1; AP-2; CREB,;
C/EPB; Sp-1; Egr-1; Ets; NF-Y e Oct-1 coinvolti invece
nei meccanismi degli altri elementi metallici.

Studio in vivo su topi esposti a dosi crescenti di beril-
lio mostrano un aumento del numero totale di cellule, un
aumento della percentuale di neutrofili, elevati livelli di
proteine totali e attivita della 3-glucuronidasi e lattato dei-
drogenasi nel BAL dei topi esposti aadte dosi di berillio.

E stato dimostrato che il berillio blocca alcuni enzimi
addetti allasintesi del DNA el processo di incorporazione
dellatimidina nel DNA epatico, per questo si ipotizza che
il berillio si leghi a nucleoproteine che portano a specifiche
inibizioni del processi di replicazione del DNA (35).

Gli studi sui meccanismi di azione specifici e respon-
sabili di tale cancerogenicita sono pochi. | principali mec-
canismi di azione sono la genotossicita e I’ alterazione del-
la proliferazione cellulare.

In generale il tumore polmonare correlato al’ esposi-
zione a berillio & legato ad alti livelli di esposizione asso-
ciati anche a polmoniti acute da berillio proprie degli anni
50 quando i livelli di esposizione negli ambienti di lavoro
erano di molto superiori rispetto a quelli odierni (29).

Cadmio (Cd)

Le principali attivita lavorative che espongono a cad-
mio sono la saldatura specie nelle lavorazioni orafe, I el et-
trodeposizione galvanica, la produzione di pigmenti, la
fabbricazione di accumulatori Ni/Cd, o quella di apparec-
chiature radio e televisioni, lavorazioni della ceramica e
delle materie plastiche.
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Il fumo di tabacco & un’importante via di esposizione
per la popolazione generale: unasigaretta contiene 1-2ug di
cadmio che si traduce in 0.1-0.2ug di cadmio inalato (36).

Nell’uomo |I’esposizione a cadmio € stata associata a
tumori soprattutto polmonari e con minore decrescente evi-
denza a prostata, rene, fegato, pancreas e stomaco (37-39).

Il cadmio € un cancerogeno non-genotossico e risulta
non mutageno in test su batteri e solo debolmente mutage-
no in test su cellule di mammiferi, tuttavia & provato cheil
cadmio & co-mutageno in test su cellule di mammiferi
gquando combinato con agenti genotossici attraverso I'ini-
bizione dei process di riparazione a DNA (40).

Molti studi indicano che il cadmio probabilmente agi-
sce attraverso meccanismi indiretti o epigenetici, compre-
sa I'attivazione di processi oncogeni 0 soppressione di
apoptosi.

| meccanismi coinvolti sono essenzialmente indiretti
come lagenerazione di ROS, in modo indiretto ossia attra-
verso una inibizione degli enzimi antiossidanti, I’ inibizio-
ne dei sistemi di riparazione del DNA, il danneggiamento
dei sistemi di difesa cellulare come gli antiossidanti, I'in-
terferenza con i segnali di trasduzione e la distruzione del-
I’ adesione cellulare (41).

L’ espressione di geni antiossidanti come quelli che co-
dificano per la sintesi di superossido dismutasi e catalasi
sono depressi dal cadmio e questa puo essere la via attra-
verso il quale il cadmio induce perossidazione lipidica,
stress ossidativo e tossicita correlata (42).

Vi sono perd studi discordanti che suggeriscono una
sorta di adattamento dovuta all’ esposizione prolungata a
cadmio in cui S osserva un aumento dell’ attivita della su-
perossido dismutasi (SOD) e della catalasi (43).

L’ esposizione a cadmio induce I’ espressione di geni che
codificano per lasintes di metallotioneine (MT), dei protei-
ne implicate nella sopravvivenza delle cellule quando espo-
stead eventi in grado di perturbarne |’ omeostasi come le heat
shock proteins (HSPs) e geni coinvolti nellarisposta a stress
ossidativo e coinvolti nellasintes del glutatione (GSH).

Lamancanza di espressione di MT in condizioni basa-
li 0 cadmio-stimolate puo essere una causa di suscettibilita
cancerogena a cadmio.

Da studi su roditori si pud dedurre che I’ effetto protet-
tivo di MT dipende dalladistribuzione del cadmio, dall’in-
ducibilitadei geni MT edal livello di MT nei vari tessuti e
specie (44) ad esempio Ren et al. (45), hanno mostrato che
il trattamento con cadmio nei ratti provoca un aumento di
MT nel fegato ma non nei testicoli e questo pud essere la
causa dell’ alta suscettibilita di questo organo al cadmio.

| macrofagi alveolari in soggetti fumatori accumulano
significative quantita di cadmio senza un conseguente au-
mento di MT indicando quindi una saturazione delle stes-
se; I’aumento di cadmio nelle cellule alveolari pud contri-
buire alo sviluppo di tumori nei soggetti fumatori (46).

L' attivazione di proto-oncogeni ad opera del cadmio é
un meccanismo epigenetico che coinvolge I'inibizione del-
lametilazione del DNA che rappresenta uno strumento cel-
lulare di repressione genica a larga scala, I'ipometilazione
€ associata alla overexpression di proto-oncogeni (47).

Il cadmio induce un sovra espressione di geni di rispo-
sta veloce, immediate early responses genes (IEGs) come
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c-fos, c-jun, c-myc (48,49) e’ attivazione di altri fattori di
trascrizione come MTF1, USF, NF-Kb, NRF2 (50).

Provein vitro su cellulari epiteliali epatiche di ratto ha
dimostrato che I’ esposizione acuta a cadmio provoca una
marcata inibizione di una proteina chinasi mitogen-activa-
ted (MAPKS) e una espressione delle MT con conseguen-
te alterazione dei segnali di trasduzione e unaresistenza ai
processi di apoptosi, meccanismi responsabile sia della
promozione dei tumori che della progressione (51).

Il cadmio altera la concentrazione di molti secondi
messaggeri cellulari (come la concentrazione di calcio in-
tracellulare) e modifica I’ attivita di proteine chinasi e fat-
tori di trascrizione.

Il cadmio inoltre si puo sostituire al calcio della E-ca-
derina, glicoproteina transmembrana che gioca un ruolo
chiave nell’ adesione cellulare implicata anche nella pro-
liferazione, apoptosi, differenziazione e invasione tumo-
rale (52).

Le cellule esposte a cadmio mostrano “adattamenti”
cellulari: ad esempio il livello di antiossidanti crescein ri-
sposta alla presenza di ROS cadmio-indotti; cosi come
I"'induzione di geni MT ad opera del cadmio porta ad un
aumento di metallotioneine che legandosi a metallo ridu-
cono la concentrazione di cadmio libero nella cellula

[ cadmio pud indurre apoptosi in diversi organi, indu-
ce apoptosi in cellule polmonari umane attraverso un mec-
canismo mediato dai mitocondri maindipendente dall’ atti-
vita delle caspasi (53).

La determinazione di biomarker di esposizione e di ef-
fetto come b-2-microglobulina, N-acetil-D-glucosamini-
dasi e abumina urinaria su una popol azione cinese esposta
a cadmio e arsenico inorganico ha messo in evidenza co-
me la co-esposizione a questi due elementi porta a una
maggiore incidenza di danno renale rispetto all’ esposizio-
ne del singolo elemento (54,55).

Lacancerogenicitadel cadmio e delle sue specie, alun-
go discussa e controversa (si veda la classificazione di
IARC seguita di poco tempo ad un documento della stessa
agenzia che si concludeva diversamente), s manifesta at-
traverso laformazione di specie reattive dell’ ossigeno (an-
che se indirette) la deregolazione della proliferazione cel-
lulare e I'inibizione dei meccanismi di riparazione a
DNA, meccanismo quest’ ultimo che insieme all’ antagoni-
smo della stimolazione dei meccanismi cellulari citopro-
tettivi concorre arendere il cadmio un potente co-cancero-
geno di radiazioni UV, agenti alchilanti e ossidanti.

Cobalto (Co)

Lamaggiore esposizione professionale a polveri conte-
nenti cobalto avviene durante la produzione di metalli du-
ri con concentrazioni che possono arrivare al’ ordine dei
mg/m?3 di cobalto metallico (56).

Alcune specie del cobalto sono classificate R49 dalla
UE, il cobalto solfato, il cobalto cloruro e recentemente in
seguito al trentessimo adeguamento a progresso tecnico
della direttiva 67/548/CEE |’ acetato di cobalto, il nitrato di
cobalto eil carbonato di cobalto, mentre lalARC classifica
il cobalto ei suoi composti come 2B (sospetti cancerogeni).
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I composti del Co(Il) inducono danni a DNA, cross
link del DNA, mutazioni geniche, scambio di cromatidi
fratelli e aneuploidiain studio in vitro su cellule animali e
umane (57).

Poiché le diverse specie del cobalto hanno differenti
proprieta tossiche, mutagene e cancerogene nella valuta-
zione del rischio cancerogeno € importante differenziare le
diverse specie in particolar modo ioni di Co(ll); cobalto
metallico e particelle metalliche di cobalto metallico in as-
sociazione con tungsteno carburo (WC-CO).

I meccanismi di azione dimostrati per il cobalto riguar-
dano plausibilmente siai composti solubili, ad esempio il
cobalto cloruro e solfato ed anche cobalto metallico sono
rapidamente solubilizzato nei fluidi biologici che quelli in-
solubili. Tuttaviain vivo la solubilita del Co(ll) érelativa-
mente limitata poiché questi cationi precipitano in presen-
za di concentrazioni fisiologiche di fosfati e si legano a
proteine specifiche come I’ albumina (58).

Studi in vitro hanno dimostrato che ioni di Co(ll) pos-
sono interferire sull’ integrita del DNA agendo direttamen-
te attraverso I'induzione di rotture o indirettamente attra-
verso I’inibizione di specifici sistemi di riparazione; inve-
cel’inalazione di cobalto solfato ha prodotto una chiarari-
sposta cancerogena in studi sperimentali su animali.

Il cobalto pud generare ROS attraverso reazione Fen-
ton o Haber-Weiss simili (ossia formazione di un radicale
idrossile (OH") attraverso reazioni con il perossido di idro-
geno (H,0,); e stato dimostrato che |’ esposizione di diver-
selinee cellulari asali solubili del cobalto aumentala pro-
duzione di ROS. La produzione di ROS cobalto-mediata
su cellule neuronali PC12 si crede essere causata da apop-
tosi cobalto mediata (59).

Il cobalto smula lo stato di ipossia stabilizzando la
sub-unita alfa di HIF-1 (hypoxia inducible factor) e au-
mentando di conseguenza I’ espressione di geni regolatori
dell’ipossia (hypoxic-regulated) come eritropoietina, fatto-
ri di crescita endoteliali (VEGF) e altri processi che con-
sentono la sopravvivenza delle cellule soprattutto a bassa
presenza di ossigeno (60).

L'ipossia € una caratteristica comune dei tessuti tumo-
rali e la crescita del tumore € influenzata dall’ attivazione
di HIF-1a che porta ad un aumento dell’ ativita glicolitica
e angiogenetica.

Uno studio in vitro (61) ha mostrato come il cobalto
agisce sugli astrociti portando a una deplezione di ATP, ad
apoptosi e necrosi dose-dipendente; i mitocondri sono ri-
sultati esserei principali target, in seguito a una dimi-
nuzione del potenziale di membrana rilasciano fattori
apoptogeni come AlF (apoptosis induction factor) (62).

Lasomministrazionein vivo di cobalto cloruro puo sti-
molare lasintesi di eritropoietinala quale pud condurre ad
un aumento della proliferazione degli eritroblasti (63).

Puod indurre attivita DNA-binding di NF-kB che puo
indurre la trascrizione di adesioni cellulari. Concentrazio-
ni micromolari di cobalto producono danni alla cromatina
delle basi del DNA attraverso la formazione di radicali
idrossilici in presenza di perossido di idrogeno (64).

Gli ioni di Co(ll) competono con lo zinco in proteine
zinc-finger alcune delle quali controllano la trascrizione ge-
nica e geni addetti allariparazione del DNA, come la capa-
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citadi legars eriparare il DNA della proteina p53, proteina
zinco dipendente, modul abile da parte degli ioni Co(l1) (65).

Le particelle di cobato metallico hanno una attivita
biologica che non risulta mediata dagli ioni di Co(ll) e
quando miscelati a carburi metallici hanno differenti pro-
prieta genotossiche e cancerogene.

Lison et al (66,67) hanno dimostrato che cancerogeni-
cita e genotossicita del cobalto metallico non si esplicano
attraverso la solubilizzazione di ioni Co(ll).

[l cobalto metallico pud ridurre I’ossigeno in specie
reattive, la formazione di queste specie risponde quindi a
meccanismi differenti rispetto agli ioni di cobalto che pro-
ducono ROS attraversi reazioni Fenton-simili (68).

E interessante sottolineare che, a contrario di quanto
ipotizzato per molti atri elementi metalici, I’ attivita bio-
logica non & esclusivamente mediata dalla forma ionica
dissolta in un media biologico. Esso puo interferire con il
DNA anche attraverso I’inibizione di sistemi di riparazio-
ne, processo che dipende dalla solubilizzazione del Co(ll)
dalla superficie delle particelle (69).

Larecente dimostrazione della capacitadellaparticelle di
metallo duro (WC-CO, carburo di tungsteno-cobalto) di pro-
durre una grande quantita di specie reattive dell’ ossigeno ha
fornito nuove bas per interpretare la loro azione infiamma-
toriaeil potenziale mutageno e cancerogeno. |1 meccanismo
di formazione dei ROS coinvolge I’ ossidazione del cobalto
metallico catalizzato sulla superficie della particelle di car-
buro, lariduzione dell’ ossigeno disciolto in specie regttive e
la produzione di cationi di cobalto solubili (67).

In vitro le particelle di metallo duro causano un signi-
ficativo incremento di fenomeni di rotturadel DNA, un au-
mento di circa tre volte rispetto al’ esposizione a cobalto
metallico da solo (68).

Lacancerogenicitadel cobalto risultadebole, laforma-
zione delle specie reattiva dell’ ossigeno generata indiretta-
mente da H,0, pud causare danni al DNA e mutazioni tut-
tavia con mutagenicita molto bassa.

L’evidenza di genotossicita in vivo di particelle WC-
CO é debole mentre maggiore sembra la val utazione com-
plessiva degli studi epidemiologici, attivita che puo essere
spiegata attraverso le interazioni fisiochimiche fra il co-
balto e la particelle di carburo di tungsteno.

Cromo (Cr)

Le lavorazioni principali nelle quali vengono impiega-
ti composti a base di cromo sono I'industria metallurgica
nella produzione lavorazione di acciai speciali, quella gal-
vanica, la produzione di cromati e di acido cromico.

| cromati (Cr V1) spesso sono intermedi tecnici nella
fabbricazione di composti di Cr(l11) e cromo metallico per-
tanto i composti di Cr (I11) possono non essere compl eta-
mente puri e contenere tracce di cromo esavalente.

Nellapraticavi é sufficiente evidenza di cancerogeni-
citadel Cr(VI) in tre attivita industriali che comportano
(o comportavano nel passato) esposizioni ad elevate con-
centrazioni di Cr(VI) per viaaerea: la produzione di cro-
mati, la produzione di pigmenti di cromati e le attivita di
cromatura (70).
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Lamaggior fonte di esposizione a Cr(V1) per la popo-
lazione generale & dovuta essenzialmente all’inquinamen-
to industriale e alla possibile contaminazione delle falde
acquifere.

L'esposizione a Cr(VI) éin grado di indurre una serie
di aterazioni dirette a carico del DNA, quali mutazioni
puntiformi ed aberrazioni cromosomiche (DNA strand
breaks, DNA interstrand cross-links, DNA-protein cross-
links con formazioni di addotti Cr-DNA) e modificazioni
di macromolecole provocate dalla produzione di specie
reattive dell’ ossigeno, nonché fenomeni di perossidazione
lipidica con conseguente danno strutturale e funzionale
delle membrane, queste aterazioni, che rappresentano gli
effetti di differenti cinetiche degli enzimi di riparazione del
DNA, sono descritte in uno studio relativo alla citotossi-
cita, ala cancerogenicita ed ai meccanismi di danno ossi-
dativo di diverse forme di cromo (71), masono gia state da
tempo studiate (72,73).

E noto e largamente accettato che i composti scarsa-
mente solubili del Cr(V1) sono cancerogeni per I'’uomo e si
sono rivelati tali anche i composti relativamente idrosolu-
bili 0 mediamente solubili. Le minori evidenze dei com-
posti maggiormente solubili potrebbe dipendere dalla piu
breve emivita biologica e dalla minore interazione con
agenti co-cancerogeni, mentre sono mutageni nelle condi-
zioni sperimentali (71-76).

La maggioranza dei ricercatori in questo campo affer-
mano che la cancerogenicitadel cromo richiede comungue
una esposizione elevata per organi target specifici come il
polmone ei seni nasali e paranasali (70, 76-78).

L' aumento di tumori in altri siti, occasionalmente ri-
portati in studi epidemiologici, sono inconsistenti dal pun-
to di vista statistico essendo tra |’ altro controbilanciati da
studi che dimostrano un calo degli stessi tipi di tumore.

Nel caso del Cr(V1) tralasciando i possibili meccanismi
che si verificano dopo la comparsa dei danni al DNA co-
me riparazione, apoptosi, replicazione o promozione cellu-
lare, non sembrano esserci dubbi sull’ esistenza di modelli
tossicocinetici che restringono la disponibilita del Cr(V1)
in certi tessuti e di modelli metabolici aventi effetti sulla
disponibilita verso il DNA che fanno ipotizzare al’esi-
stenza di un valore soglia per la comparsa di process di
cancerogenesi.

Infatti il Cr(VI) puo essere ridotto nei fluidi biologici,
in cellule non-target e nel compartimenti umani, il che rap-
presenta un meccanismo di detossificazione.

In modelli animali I’ esistenza di un meccanismo di so-
glia e fortemente supportato dalla mancanza di canceroge-
nicitadei composti di Cr(V1) nella maggioranza degli stu-
di disponibili in letteratura; sperimentalmente I’induzione
di un tumore avviene sotto particolari condizioni che su-
perano i meccanismi di difesa ad esempio, (i) ados estre-
mamente alte in grado di provocare unarisposta positiva o
negativa e comungue senza nessuna gradazione degli ef-
fetti (ii) solo nel sito di ingresso, in quanto unavoltaintro-
dotto viene ridotto e detossificato (iii) solo in certi target e
in base a potere del meccanismo di detossificazione (iv)
guando € somministrato in singola e massivadose e non in
dos frazionate che sono pit facilmente neutralizzate.

Leconclusioni di De Flora, spesso eleganti dal punto di

387

vista del disegno sperimentale e generalmente riconosciu-
te come valide alivello scientifico, sono state messein di-
scussione in unarewiew Salnikow et a. (11) che le hanno
definite “ottimistiche” sullabase di risultati di studi epide-
miologici (79) e di valutazione del rischio (80). Tali studi
avrebbero dimostrato un rischio di cancro a polmone per
esposizione inferiori ai 52 pg/m3 (TLV- TWA proposto
ACGIH,y, per il Cr(VI) & 50ug/md).

Unarispostaindiretta pud venire da due recenti lavori del-
lo stesso De Flora (81,82) che dimostrain studi in vivo su ani-
mali che la somministrazione orale di Cr(VI) (17.7 mg/kg)
non aumenta la frequenza di micronuclei mentre la stessa
quantita iniettata per via intraperitoneae induce clastogenes
in quanto by-passai meccanismi di detossificazione.

Pertanto, anche a dosi fino a 10.000 volte superiori ai
valori fissati dalle norme di molti stati sull’ acqua potabile
il Cr(VI) per viaorae non & genotossico sulle cellule emo-
poietiche (70). | risultati di questi studi forniscono la pro-
vache il cromo (VI1), somministrato per via intra-gastrica
o con |I’acqua potabile, anche a dosi molto elevate, non &
clastogenico.

[ Cr(VI) & un pro-cancerogeno, di per sé & completa-
mente non-reattivo verso il DNA a condizione fisiologiche
di pH e temperatura. Nel sistemabiologico il Cr(VI) subi-
sce una riduzione che porta a Cr(I11), termodinamicamen-
te piu stabile. Quando questo avviene fuori dallacellulaé
una sorta di detossificazione poichéil Cr(l11) sono scarsa-
mente permeabili, dentro la cellula, invece, la riduzione
porta alla formazione di intermedi reattivi come Cr(IV) e
Cr(V) e specie radicaliche reattive (11).

[ metabolismo del Cr(VI) nelle cellule avviene in par-
te con meccanismi enzimatici (come DT diaforasi, P450
reduttasi, aldeide deidrogenasi, ecc.) e soprattutto attraver-
so il trasferimento diretto di elettroni dall’ ascorbato e da
gruppi tiolici, a basso peso molecolare come glutatione e
cisteina (83).

[l prodotto finale del metabolismo cellulare &il Cr(I11)
che forma stabili complessi di coordinazione con acidi nu-
cleici e proteine (84).

La formazione di addotti cromo-DNA ¢ la principale
formadi lesione genetiche cromo indotte su cellule di mam-
miferi, considerate responsabili delle mutazioni generate
durante lariduzione del Cr(VI) con cisteina e ascorbato.

L’ evidenza della persistenza degli addotti totali e la
mutagenicita e tossicita dei danni cromo indotti nelle cel-
lule NER-deficenti sono la dimostrazione che gli addotti
formati sono substrato per nucleotide excision repair
(NER) (12).

Il legame del cromo €& base specifico anche se non in
modo assoluto e nel caso del DNA €& verso la guanina,
mentre per I’RNA I"acido poliriboguanilico (poli(G)) (85).

| cromati sono gli unici elementi metallici cancerogeni in
grado di generare direttamente specie reattive dell’ ossigeno
in seguito all’interazione diretta con riducenti cellulari.

Studi hanno dimostrato cheil Cr(V1) oltre areagire con
H,0O, portando alla produzione di radicali idrossilici € in
grado di ossidare direttamente basi (guanina o 8-0xo-dG)
attraverso sottrazione di elettroni e conseguente addizione
all’ossigeno, quindi senza coinvolgere la produzione di
ROS (84, 86).
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Tramite i composti a valenza intermedia, il Cr(VI) sa
rebbe in grado di provocare | attivazione del fattore di tra-
scrizione nucleare (NF)-kappa B, mentre |’ attivazione del
fattore AP1 & associata alla fosforilazione della MAP chi-
nasi P38 e JNK e non tramite proteine chinasi extracellu-
lar-signal-regulated (ERK) (87).

E stato anche ipotizzato un possibile meccanismo epi-
genetico per la genotossicita del cromo, studiando un si-
stemain vitro in grado di causare la metilazione del DNA
delle regioni promotrici in cellule transgeniche (G12) di
mammifero, V79 derivate. Studi in vitro hanno dimostrato
che i livelli di p53 in linee cellulari tumorali umane au-
mentano in seguito ad esposizione di Cr(VI), questo dimo-
stra che i meccanismi coinvolti nellariparazione di insulti
cromo-correlati sono mediati dal p53, dall’ arresto del ciclo
cellulare e dall’ apoptosi (88).

Tuttavia altri studi hanno dimostrato che oltre a p53
viene attivato anche il gene mutato nell’ atassia telangecta-
Sia (ataxia telangiectasiamutated, ATM) che risulta essere
il principale segnale coinvolto nell’ apoptosi cellulare in-
dotta dal cromo e che paradossal mente contribuisce anche
alla sopravvivenza cellulare (89).

Dalle evidenze analizzate la cancerogenicitadel cromo s
esplica attraverso meccanismi potenti e selettivi come lafor-
mazione direttadi ROS, |’ attivazione di fattori di trascrizione
che portano adanni d DNA e mutazioni geniche, oltreal’in-
duzione di geni promotori; tuttavia, in praticala cancerogeni-
citd del cromo é strettamente vincolata dallo stato di ossida
zione, dall’ entita dell’ esposizione e dalla capacita di arrivare
al gti target bypassando i meccanismi di detossificazione.

Nichel (Ni)

Il nichel & usato e presente nella metallurgia specifica e
dei rottami che lo contengono, nella galvanica, nel’industria
chimica. E stato stimato che lavoratori impiegati nellaprime
fasi della produzione del nichel dal minerale possono essere
esposti a concentrazioni ambientali di 170-460 pg/m?3 di mi-
scele di composti del nichel solubili e insolubili (90).

Diverse specie del nichel sono state misurate anche
nella produzione di acciai speciali e Valsania et a (91)
usando il metodo di Zatka modificato (92) hanno cercato
di quantificare valutato le diverse specie mediante una li-
sciviazione sequenziale che consente la separazione di
quattro frazioni diverse, nichel solubile, nichel sulfidrico,
nichel metallico e nichel ossido. Con questo metodo € sta-
to possibile distinguere concentrazioni di 0.006 mg/m? per
il nichel solubile e ossido, 0.018 mg/m?3 per il nichel me-
tallico e 0.034 mg/m3 per il nichel solfidrico.

Il modello della cancerogenesi del nichel si basa sulla
biodisponibilitadegli ioni di nichel (Ni Il) nei siti nucleari
delle cellule target. | fattori che influenzano questa dispo-
nibilita sono la granulometria delle particelle, le caratteri-
stiche di superficie, i meccanismi di clearance del tratto re-
spiratorio, |’ assorbimento cellulare, e la solubilita (riferita
alafacilitadi rilascio degli ioni di Ni(Il)).

Il primo aspetto da considerare nello studio dei mecca-
nismi di azione cancerogeni del nichel e la solubilita delle
diverse specie.
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Le specie solubili del Ni(ll) hanno un minore potere
cancerogeno rispetto alle specie meno solubili come il ni-
chel subsulfuro. La rapida clearance delle specie piu solu-
bili ne limita la concentrazione nei siti critici.

Le specie di nichel in grado di indurre tumori sono
quelle (i) abbastanza insolubili da esser presenti nel pol-
mone come particelle (ii) tali dapenetrare nelle cellule tra-
mite fagocitosi (iii) una volta dentro i fagosomi rilasciano
grandi quantitadi ioni Ni(ll) (93).

La fagocitos € un meccanismo di trasporto efficiente
anche per le specie insolubili facendole arrivare ai target
cellulari.

L’ esempio pitl noto & rappresentato dal nichel subsul-
furo. Questa specie € parziamente solubile nel fluidi bio-
logici mariesce aentrare nelle cellule per endocitos e una
volta penetrato, a causadel pH acido del fagosomi, rilascia
ioni nichel che raggiungono il sito nucleare (94).

Al contrario le specie solubili si dissociano immediata-
mente inioni Ni(Il) lacui penetrazione nelle cellule € po-
co efficiente e contrastata da una rapida clearance polmo-
nare e da un ata affinita con le proteine. Queste specie so-
lubili possono dare tuttavia reazioni infiammatorie e con
effetti sulla proliferazione.

La cancerogenicita del Ni(ll) & data essenzialmente
dallaloro capacita di indurre variazioni epigenetiche co-
me acetilazione e metilazione degli istoni, modifiche
strutturali, alterazioni nella metilazione del DNA che si
manifesta nella soppressione o attivazione di fattori di
trascrizione (11).

I meccanismi con cui il Ni(Il) induce ipermetilazione
del DNA in culture cellulari non € chiaro, una delle ipote-
si prevede che il Ni(ll) si sostituisca a magnesio interfe-
rendo nel processo di condensazione della cromatina e at-
tivando una metilazione del DNA (95).

Piu recenti osservazioni indicano nell’interazione con
ascorbato un ulteriore possibile meccanismo dell’ azione
cancerogena del Ni(l1); esso porterebbe ad una deplezione
di ascorbato intracellulare con éttivazione dei fattori di tra-
scrizione dell’ hypoxia-inducibile factor 1 (HIF-1), fattore
coinvolto nel controllo dell’ espressione genica dell’ eritro-
poietina e una up-regulation dei geni che inducono ipossia
cellulare (96). La risposta molecolare al’ipossia mediata
da HIF-1 stimola angiogenesi, variazioni del metabolismo
energetico e del’omeostasi del ferro (97). Altre importanti
modifiche indotte dalla perdita di ascorbato sono state ri-
cercate nellainduzione di stress daipossia, nel danno del-
I"assemblaggio di proteine di collagene e nell’ inattivazio-
nedi enzimi riparatori del DNA ascorbato-dipendenti (98).

L’ esposizione a Ni(ll) porta inoltre ala formazione di
specie reattive dell’ ossigeno, all’ attivazione di fattori di
trascrizione e alla conseguente interazione con |’ espressio-
ne di geni correlati alo sviluppo del tumore (99,100).

[ Ni(Il) e i suoi composti hanno inoltre un’azione si-
nergica con altre sostanze cancerogene mutageni. Studi in
vitro su cellule animali hanno evidenziato cheil cloruro di
nichel puo causare aumento nella frequenza delle mutazio-
ni indotte dallaluce UV sul gene ipoxantina (guanina) fo-
sforibosil-transferasi (hprt), lo scambio di cromatidi fratel-
li e aumentare in cellule embrionali di criceto la trasfor-
mazione morfologica indotta dal benzo(a)pirene (101).
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Al riguardo, Hu et al., (102) hanno dimostrato che I’e-
sposizione a nichel aumenta significativamente lafrequen-
za delle mutazioni indotte da addotti-benzo(a)pirene diol-
epossido aumentando |a genotossicita e mutagenicita degli
idrocarburi policiclici aromatici attraverso I’ inibizione del
nucleotide excision repair (NER) implicato nella ripara-
zione a DNA; lacompetizione del nichel con lo zinco pre-
sente nella struttura delle proteine del NER pu0 essere ri-
levante nel meccanismo di tale inibizione.

In conclusione, gli ioni di nichel producono alterazioni
significative nel metabolismo cellulare, che includono, sti-
molazione dell’ attivita glicolitica, alterazione dell’ omeo-
stasi del ferro, deficit di ascorbato e stress da ipossia cel-
lulare, le aterazioni metaboliche possono portare a modi-
ficazioni dell’ espressione genica attraverso variazioni epi-
genetiche. Inoltre, una coesposizione con sostanze cance-
rogene genotossiche puo intensificare gli effetti del Ni.

Lasolubilitadel nichel ossido nei fluidi biologici € mol-
to bassa, questo si traduce in una debolerilascio di Ni(ll) e
s ipotizzacheil tumore indotto dalle particelle di nichel os-
sido sia il risultato di processi infiammatori/proliferativi
derivanti da una attivazione cronicadei macrofagi piuttosto
che a effetti derivati dallaformazione di Ni(ll) (103).

Il nichel esplica la sua azione cancerogena soprattutto
attraverso tre meccanismi di azione: laformazione di ROS,
I’interferenza con i meccanismi di riparazione e attraverso
eventi epigenetici che portano ad un aumento della proli-
ferazione cellulare. In ogni caso sono gli ioni di Ni(ll)
quelli che entrano in gioco in tutti i meccanismi esaminati
e quindi risulta determinante la capacita da parte delle a-
tre specie di nichel di liberare tali ioni.

Discussione e conclusioni

Gli elementi metallici e loro specie, classificati R45 ed
R49 (e ad eccezione di alcune specie del Co, come cance-
rogeni certi dallalARC e dalle principali agenzie) mentre
presentano diverse, per numero e qualita, evidenze epide-
miologiche nei lavoratori esposti o gruppi di popolazione
generale, sono accomunati da un rilevante numero di dati
sperimentali e che praticamente rappresentano tutti i mec-
canismi d’ azione cancerogena.

Gli elementi metallici sono quindi responsabili di ef-
fetti sovrapponibili indotti perd da meccanismi e interazio-
ni molecolari differenti, ad esempio la formazione di spe-
cie reattive dell’ ossigeno € azione comune di tutti gli ele-
menti trattati, anche se raggiunta attraverso unavia diretta
o indirettamente attraverso I’inibizione degli enzimi con
proprieta antiossidanti, come il cadmio; cosi come diversi
sono i fattori di trascrizioni attivati o inibiti dagli elementi
metallici responsabili i proliferazioni cellulari.

Le differenze nell’ assorbimento, nella distribuzione,
nel bilancio fra effetti detossificanti e di deregolazione
possono spiegare la grande variazione di sensibilita degli
organi verso gli elementi metallici cancerogeni.

Le principali differenze che li contraddistinguono si
trovano nella presenza o meno di specie ioniche o com-
plessi biodisponibili in grado di raggiungere e interagire
con i target cellulari.
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Le valutazioni conclusive anche su questo gruppo di
elementi metallici saranno proposte nell’ ultima parte di
questo contributo per poterle comparare con quelle degli
elementi metallici non ancora classificati da UE con lefra-
si di rischio R45 e R49 e poter meglio inquadrare i princi-
pali meccanismi di azione e discuterne le possibili impli-
cazioni teoriche ed applicative.
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