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INTRODUZIONE

Diversi tipi di fibre artificiali vetrose
(Man-Made Vitreous Fibers MMVF)
quali lana di vetro, di roccia, di scoria
e fibre ceramiche, sono state negli
ultimi anni introdotte in applicazioni
sia industriali che residenziali
(soprattutto come materiale isolante
termico e di rinforzo) come sostitutive
dellamianto in quanto ritenute meno
pericolose per la salute. Le fibre
artificiali vetrose sono materiali
inorganici fibrosi con struttura amorfa
prodotte da vari tipi di minerali. In
Europa il termine fibre artificiali
vetrose comprende le lane minerali
(vetro, roccia e scoria) e le fibre
ceramiche refrattarie.

Studi  epidemiologici condotti  su
operatori esposti hanno evidenziato
eccessi di rischio di cancro
polmonare, ma non € emersa una

consistente evidenza di associazione
tra esposizione alle fibre e tumore
polmonare o mesotelioma. [1, 2, 3, 4]
Una recente meta-analisi di studi
effettuata su diverse coorti mostra un
aumento nel rapporto di mortalita
standardizzata per i lavoratori
esposti a lana di vetro e di roccia, ma
non per quelli esposti alle fibre di
vetro a filamento continuo [5].

Diversi studi riportano per
l'esposizione a fibre artificiali vetrose
l'induzione di vari tipi di cancro negli
animali da esperimento. [6, 7, 8]

Il meccanismo mediante cui le fibre
sostitutive dell'lamianto possono indur-
re il processo di cancerogenesi
rimane comunque ancora non
chiaro. Tuttavia, molti autori sono
concordi nell'attribuire una
importanza  determinante  nell'attivita
biologica delle fibre a rumerosi fattori:

le dimensioni, la composizione
chimica, le proprieta superficiali, la
solubilitae la biopersistenza.

] diametro e la lunghezza
influenzano la deposizione e
'epurazione. Infatti, solo le fibre che
hanno wuna Ilunghezza 5 micron,
diametro <3 micron, e rapporto lun-
ghezza/diametro >3 micron, definite
fibre respirabili o fibore WHO (World
Health  Organization), riescono a
raggiungere gli alveoli polmonari. |
risultati di studi in vitro ed in vivo
dimostrano che le fibre piu lunghe e
piu sottili sono le piu pericolose [9],
infatti, fibore con diametro inferiore a 3
micron e lunghezza superiore a 20
micron sono parzialmente fagocitate
dai macrofagi alveolari provocando il
rilascio di specie reattive
dell'ossigeno (ROS). Anche la
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Tabella 1: Composizione chimica delle fibre utilizzate: percentuale in peso dei
diversi elementi chimici
eLEmenT | ANADI | LANADL | 66ey | cepaicue | CROCIDOLTE
SOLUBILE | REFRATTARIE
SiO; 62-67 46.2 45.8 52-54 48.73
A1,0; 1-4 13.0 14.9 46-48 0.07
FeO 0-1 7 7.6 0,1 36.94
MgO 3 9.25 10.9 - 3.81
CaO 7 16.9 14.3 = 10.4
Na,O 16 2.64 2.0 - 4.43
K20 1 1.25 1.0 - 0.7
B, O3 3-6 = = = =
TiO, - 2.95 1.6 0,1 0.7
P, Os 0-1 - 0.4 - -
MnO S 0.16 <0.1 S 0.8
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[13,14,15,16,17], ed effetti
genotossici per le fibre di vetro [18].

Le cellule mesoteliali sono
particolarmente sensibili agli effetti

tossici indotti dallamianto e dalle
fibre artificiali vetrose, ma, il
meccanisimo attraverso il quale
queste sostanze sono in grado di

provocare danni alle cellule, non é
ancora del tutto chiaro. In studi in
vitro su cellule mesoteliali esposte a
fibre di amianto sono stati riscontrati
numerosi effetti, come l'inibizione
della crescita, l'induzione di danni al
DNA, la rottura della membrana
cellulare che conduce alla morte
della cellula per necrosi [19,20], o

per apoptosi e la suscettibilita ai
danni ossidativi. [21,22,23]
Nel 1998 I'Agenzia Internazionale

per la Ricerca sul Cancro (IARC)
classificava la lana di roccia, di vetro,
di scoria e le fibre ceramiche come
possibili cancerogeni per l'uomo
(gruppo 2B). Questa valutazione €&
stata sottoposta a revisione nel
2002 [24] e dal processo di
rivalutazione €& scaturita una nuova
classificazione per la lana di roccia,
di scoria, di vetro e le fibre di vetro a
filamento continuo "non classificabili
come cancerogeni per |'uomo”
(gruppo 3); mentre le fibre
ceramiche sono state riconfermate
nel gruppo 2B.



L'Unione Europea con la
pubblicazione della Direttiva
97/69/CE [25] per la classificazione
ed etichettatura delle fibre artificiali
vetrose, recepita in Italia, con |l
Decreto del Ministero della Sanita
del 1 settembre 1998, ha classificato

biopersistenza a breve termine. Le
prove citate nella nota Q sono
relative a saggi di biopersistenza in
vivo, cioe alla determinazione del
periodo di ritenzione della fibra a
livello polmonare a seguito di
somministrazione per via inalatoria o

scientifica e delle stesse ditte produttrici
oggi € volto verso lo sviluppo di nuovi
materiali  fibrosi con una ridotta
biopersistenza polmonare. Sono state,
infatti, recentemente immesse sul
mercato fibre con un elevato contenuto di
alluminio e un basso contenuto di silice,

le fibre ceramiche —— ——— ——— , , denominate HT, con una solubilita
refrattarie come Tabella 2: PrlnC|paI|_ parametri statistici dimensionali: (diametri e lunghezze) di superiore rispetto alle lane
cancerogeni di categoria 2 ite le fibre testate tradizionali.

(probabili cancerogeni per LANA DI | LANA DI E'g\ép(‘:a CE;E,\?IEHE CROCIDOLITE | In particolare, sono stati studiati gli
l'uomo) e le lane minerali VETRO | ROCCIA SOLUBILE | REFRATTARIE effetti citotossici valutando, tramite
nella categoria 3 (possibili _ microscopia elettronica a
cancerogeni per l'uomo). Diametro scansione, [ cambiamenti
Per la classificazione, la Media 43 23 3.7 s G morfologici a livello della membrana
direttiva fa riferimento a aritmetica ' ' ' ' ' cellulare indotti in cellule mesoteliali
parametri basati sulla | peviazione umane, dopo esposizione per 24 h
composizione chimica ———- 3.5 16 2.5 1.9 ND* a fibre artificiali vetrose e a
(tenore in ossidi alcalini e crocidolite.  Infatti, proprio le
alcalino-terrosi superiore o Min 01 0.2 0.3 0.5 0.22 modificazioni morfologiche della
inferiore al 18% in peso) e Max 275 11.0 12.9 13.6 0.64 membrana cellulare, come la
sul diametro medio pesato _ ' : : : : perdita dei microvilli di membrana e
sulla lunghezza. Fibre con la formazione di blebs, sono
La classificazione di | diametro 41% 74% 46% 52% 100% considerati marker di patologia
cancerogeno non si applica <3Hm cellulare, tossicita e  stress
alle fibre il cui diametro Lunghezza ossidativo [26]. Inoltre, sono stati
geometrico medio . valutati, in cellule esposte a basse
ponderato sulla lunghezza el 57.3 52.1 96.9 44.5 10 dosi (1, 2, 5, 10 pg/cm?) di fibre e
(DLG) (nota R) meno due aritmetica per un kreve periodo di tempo (2h),
errori_ sta_mdard' risu_lti Deviazione 58.6 52.8 62.8 38.3 N D * il danno _diretto ed ossidati.v_o al
maggiore di 6 micron, in standard DNA tramite Comet test modificato
guanto sono considerate Min 20 35 3.0 71 0.5 con l'uso di enzimi che riconoscono
non respirabili e percio non e tagliano il DNA in corrispondenza
in grado di raggiungere gli Max 517.5 410.0 345.3 255.8 1000 delle basi ossidate.

alveoli polmonari. Inoltre, la , . MATERIALI E METODI

direttiva prevede la | Dove:™=non disponibile In  questo studio sono state
possibilita di deroga alla utilizzate fibre ceramiche (FC), lana di
classificazione di cancerogeno (nota intratracheale negli animali da laboratorio. vetro (LV), lana di roccia (LR) ed un
Q) in base a risultati di test di Quindi  linteresse  della  comunita particolare tipo di lana di roccia definita



dai produttori piu solubile (LRS) e quindi
meno tossica. Invece, come controllo
positivo, cioé materiale cancerogeno, €
stata impiegata la crocidolite NIEHS,
caratterizzata  dimensionalmente  dal
National Institute of Environmental Health
Science. | campioni di fibre di (LR), (LV) e
(LRS) utilizzati nello studio avevano un
contenuto di ossidi alcalino e alcalino
terrosi (Na,0+K,0+CaO+MgO+BaO)
superiori al 18% in peso e non erano
classificati come cancerogeni delle ditte
produlttrici in quanto rispondevano ad una
delle condizioni del Decreto del Ministero
della Sanitadel 1 settembre 1998.

Nella tabella 1 e mostrata Ila
composizione chimica, espressa come
percentuale in peso dei diversi elementi
chimici, delle fibre utilizzate.

The e

Le fibre ceramiche, la lana di roccia e la
lana di vetro sono state caratterizzate
dimensionalmente prima dello studio in
vitro. La riduzione della lunghezza é stata
ottenuta con la tecnica del taglio del
bisturi per i campioni di lana di vetro e di
lana di roccia, mentre per le fibre
ceramiche é stato impiegato il metodo
della pressione. Dopo aver eseguito tale
riduzione sono state preparate

sospensioni acquose delle fibre vetrose e
sono stati misurati i diametri e le
lunghezze di 200 fibre di ciascun
campione, utilizzando come tecnica
analitica la microscopia elettronica a
scansione.

| materiali sono stati cosi caratterizzati
dimensionalmente calcolando i valori dei
principali parametri statistici. 1| metodo
della riduzione della lunghezza delle fibre
e la successiva caratterizzazione
dimensionale é descritto da Casciardi ed
altri [27].

Per quanto riguarda la lana di roccia piu
solubile la caratterizzazione era gia stata
fornita dalla ditta produttrice.

Lo studio e stato effettuato su cellule
mesoteliali umane (linea cellulare MeT-
5A) per le quali € stata dimostrata una
particolare sensibilita agli effetti provocati
dall’esposizione a fibre di amianto. In

questo studio sono stati valutati gli effetti
citotossico, genotossico ed ossidativo
indotti in vitro da fibre di amianto
(crociadolite) e materiali sostitutivi (lana di
vetro, lana di roccia, lana di roccia
solubile, fibre ceramiche) a diverse dosi e

tempi di esposizione. Il numero di fibre
per unita di peso erano 3. 16 x 10° / ug
per CR, 0.5 x 10° / pg per LV, 1.8 x 10°/
ug per LR, 0.4 x 10°/ ug per LRS e 1 x
10° / ug per FC. In particolare il numero di
fiore WHO e WHO >20 pm per unita di
peso erano rispettivamente 1.52 x 10°/ ug
e 0.36 x 10°/ ug per CR, 0.19 x 10°/ pug e
0.14 x 10° / pg per LV, 1.3 x 10%/ pg per
LR, 0.18 x 10° / pg e 0.16 x 10°/ fug per
LRS, 0.52 x 10°/ pg e 0.34 x 10° / ug per
FC.

La linea cellulare mesoteliale umana
(MeT5A) e stata esposta a 2,5 e 10
pg/cm? di lana di vetro, lana di roccia, lana
di roccia piu solubile, fibore ceramiche e
crocidolite per 24 ore e la presenza di
alterazioni a livello della membrana
cellulare é stata valutata tramite la
microscopia elettronica a scansione
(SEM).

Le cellule, dopo essere state fissate
(glutaraldeide 2,5% in tampone fosfato;
tetrossido di osmio al 1% nello stesso
tampone), disidratate (serie crescente di
alcol etilico e criticai point dryer) e
ricoperte con un sottile strato di oro, sono
state osservate al microscopio elettronico
a scansione LEO 44.

L’eventuale danno genotossico indotto
dall’'esposizione ad amianto (crocidolite) e
fibre sostitutive e stato valutato, mediante
Comet test modificato con I'uso
dellenzima Gpg che riconosce e taglia il
DNA in corrispondenza delle basi
ossidate, su cellule esposte a basse dosi
(1, 2, 5, 10 ug /cm?) di fibre per un breve
periodo di tempo (2h).



Tale metodica molto sensibile consente di
studiare gli effetti precoci di danno sia
diretto che ossidativi al DNA. Il Comet test
modificato prevede la preparazione, per
ciascun campione da esaminare, di 2
vetrini su cui viene depositato uno strato
di cellule inglobate in agarosio e
successivamente si effettua I'analisi delle
cellule in uno specifico tampone.
e \ =A

FIGURA 2: Cellule mesoteliali umane (MeT-
5°) esposte a lana di roccia (5 ug/cmz).
Bar =5 pm

Per valutare il danno diretto al DNA (ossia
la presenza di rotture sulla doppia elica)
le cellule presenti nello strato di agarosio
di uno dei due vetrini viene sottoposto
direttamente ad elettroforesi e il DNA
viene poi colorato con il colorante
fluorescente etidio bromuro per la lettura
al microscopio a fluorescenza. Mentre per
evidenziare il danno ossidativo, le cellule
presenti nello strato di agarosio del
secondo vetrino, prima dell’elettroforesi e

della successiva colorazione e lettura al
microscopio, vengono trattate con
'enzima Fpg che riconosce e taglia il
DNA in corrispondenza delle basi
ossidate, frammentando il DNA in
corrispondenza di tali siti. Durante la
corsa elettroforetica i frammenti di DNA,
che nell'opportuno tampone di corsa in
cui vengono immersi si caricano
elettricamente, si  spostano  verso
I'elettrodo di carica opposta con minore o
maggiore velocita a seconda della
lunghezza del frammento  stesso
generando una scia con i frammenti piu
piccoli (quindi piu veloci) che si
posizioneranno piu lontani dal punto di
deposizione del nucleo cellulare nello
strato di agarosio. | nuclei con DNA
danneggiato appaiono quindi in forma di
comete la cui lunghezza ed intensita di
fluorescenza della coda €& proporzionale
al numero delle rotture sulla doppia elica
di DNA e quindi del danno di tipo diretto al
DNA nel caso del vetrino non trattato con
'enzima Fpg, mentre & proporzionale al
danno di tipo ossidativo nel caso del
vetrino trattato con I'enzima. Il parametro
del momento che esprime il prodotto
dellintensita di fluorescenza della coda
della cometa per la sua lunghezza, é
stato utilizzato come indice di valutazione
del danno sia diretto che ossidativo ad
DNA.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Nella tabella 2 sono riportati i principali
parametri statistici dimensionali (diametri
e lunghezze) di tutte le fibre testate.

Per quanto riguarda l'osservazione al
SEM la membrana delle MeT5A non
esposte, appariva ricoperta da sottili e
lunghi microvilli (Figura 1 a).

Mentre giadopo esposizione alla dose di
pg/cm? di fibre di crocidolite si & osservata
la perdita dei microvilli di membrana e la
riduzione del volume cellulare (Figura 1
b).

Nella MeT5A trattate con 2 pg/cm? di fibre
lana di vetro si € notato che la quantita
dei microvilli di membrana, diminuiva
considerevolmente, ed in modo piu
marcato nelle cellule trattate con lana di
roccia, con lana di roccia solubile e con
fibre ceramiche.

Nelle cellule trattate con lana di rocia
solubile alle dosi piu elevate non sono
stati evidenziati altri evidenti cambiamenti
morfologici, mentre in quelle esposte a
lana di roccia si € notata la presenza in
alcune cellule di blebs. (Figura 2).

Le cellule esposte a fibre ceramiche, alle
stesse dosi, hanno evidenziato una
ulteriore diminuzione del numero dei
microvilli di membrana.

Per quel che riguarda le fibre minerali
sostitutive si & evidenziato un significativo
danno genotossico diretto al DNA indotto
da fibre ceramiche evidente gia a dosi
molto basse (1,2 ny/cm?),mentre per le
altre fibre la presenza di tale tipo di danno
e evidente solo alle dosi piu elevate.

Per quel che riguarda il danno ossidativo
al DNA, non sembra esserci per le fibre
minerali  sostitutive una significativa
induzione di danno alle dosi e tempi di
esposizione utilizzate, eccetto che per la
lana di roccia per la quale un evidente



presenza di danno ossidativo €& stata
individuata alle dosi piu elevate (5 e 10

ny/ cm?).

| risultati ottenuti hanno mostrato un
elevato danno citotossico delle fibre di
crocidolite a livello della membrana
plasmatica e un danno sia diretto che
ossidativo al DNA giaa basse dosi. Tra le
fibre sostitutive le ceramiche mostravano
gli effetti pio evidenti sia a livello
citotossico che genotossico gia alle dosi
piu basse.

Mentre un danno di tipo ossidativo a
livello sia della membrana cellulare che
del DNA e stato riscontrato solo per la
lana di roccia. Per quanto riguarda la lana
di vetro e la lana di roccia solubile sono
stati evidenziati lievi effetti citotossici e
genotossici solo alle dosi piu elevate.

In conclusione tali risultati sembrano
confermare per quanto riguarda sia le
fibre ceramiche che la lana di vetro la piu
recente classificazione IARC (2002) che
inserisce le prime nel gruppo 2B (possibili
cangerogeni per 'uomo) e le seconde nel
gruppo 3 o0ssia non cancerogene per
'uomo.

L'induzione di stress ossidativo cellulare
da noi riscontrato per la lana di roccia
tradizionale sembra non concordare con
la classificazione nel gruppo 3 della IARC,
mentre confermano I'effetto ossidativo gia
evidenziato per questo tipo di fibra di
diversi studi.

Gli effetti genotossici ed ossidativi
evidenziati nel nostro studio per alcuni tipi
di fibre sostitutive necessitano di ulteriori
ed approfonditi studi data la relazione tra

tali effetti e l'iniziazione del processo di
cancerogenesi.

Figura 3:
Comet test con enzima Fpg:

a) cellule non trattate

b) cellule esposte a
lana di roccia

c) cellule esposte a
crocidolite (2u/cm?)
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