“ Alma Mater Studiorum Universita di Bologna “

DOTTORATO DI RICERCA

Morfofisiologia e Patologia Veterinaria con Applicazioni Biotecnologiche

Ciclo XXIV

Settore Concorsuale di afferenza: 07/H4

Settore Scientifico disciplinare:  VET 07

Il coniglio come modello sperimentale per lo studio
deqgli effetti neurologici indotti da Cobalto

Andrea Mariotti

Coordinatore Dottorato Relatore

Chiar.mo Prof. E. Seren Chiar.ma Prof.ssa A. Zaghini

Esame finale anno 2012



Dottorato di ricerca in Morfofisiologia e PatologiaVeterinaria con Applicazioni

Biotecnologiche XXIV Ciclo

Il dottor Andrea Mariotti, iscritto al XXIV ciclo €l corso di Dottorato di Ricerca in Morfofisiologia
Veterinaria e Applicazioni Biotecnologiche, ha dwola sua attivita presso il Dipartimento di Sanita
Pubblica Veterinaria e Patologia Animale, attualpaCtimento di Scienze Mediche Veterinarie, pre$so
servizio di prova di Farmacologia e Tossicologiaevimaria, avendo come docente guida la prof.ssaaAn
Zaghini.

Nel corso dei tre anni il dott. Mariotti ha affrabtd diverse tematiche di ricerca a carattere toksjco, tra

cui lo studio di micotossine, con particolare rigim alla ocratossina. E stata indotta una ocratossi
sperimentale nel suino e nella gallina ovaiolaemtrambe le specie e stata valutata la deplezassitale.

Le due prove sperimentali hanno confermato la nmaggpersistenza dell'ocratossina nel suino; inoltre
hanno evidenziato differenze specie-specifichequemnto riguarda la via di escrezione della micota@ss
che nella gallina ovaiola, oltre che renale, pagere in larga misura anche biliare. Relativameaitite
aflatossina B1, nel corso del primo anno di dottmraa seguito, soprattutto per quanto riguardpalde
analitica (messa a punto e validazione del metodditeco), una ricerca sul metabolismo della aftaina a
livello delle cellule della ghiandola mammaria.

Il percorso a prevalente carattere tossicologidoDadt. Mariotti, si € completato con il periodascorso
all'estero presso il Laboratoire de Toxicologie &fétaire presso VetAgro Sup - Campus Vétérinaire de
Lyon (ENVL - Ecole Nationale Vétérinaire de Lyorpresso il quale ha avuto modo di collaborare
attivamente e con grande apprezzamento nelletattiiicerca e di prova dello stesso Centro.

Pubblicazioni:

M. CARUSO,A. MARIOTTI , C. ZIZZADORO, A. ZAGHINI, P. ORMAS, A. ALTAFINI,C. BELLOLI (2009). A
clonal cell line (BME-UV1) as a possible model tody bovine mammary epithelial metabolism: metabuoliand
cytotoxicity of aflatoxin B1Toxicon53, 400—408;

A. MARIOTTI , S. ROSSI, L. SARDI, L. RIZZI, A. ZAGHINI (2010Experimental Ochratoxicosis in Swine. Poster
session 2010 EFFoST ANNUAL MEETING Food and Hedl12 November 2010, Dublin, Ireland;

A. MARIOTTI , R. GALUPPI, A. ALTAFINI, A. SERRAINO, A. ZAGHINI(2011). Preliminary survey on the effects
of ionizing radiations orAspergillus spp. and on aflatoxin ;Bcontaminating maize grains. Poster session 2011
INOPTEP Sustainable Postharvest and Food Techmsotv - 22 April 2011, Velika Plana, Serbia;

A. MARIOTTI , R. GALUPPI, A. ALTAFINI, A. SERRAINO, A. ZAGHINI(2011). Preliminary survey on the effects
of ionizing radiations omspergillusspp. and on aflatoxin B1 contaminating maize gralournal on Processing and
Energy in Agriculture15(2), pp. 63-66;

A. MARIOTTI 2°posto al Premio Mordenti Alltech ACE 2009 con lieolo: “Ochratoxin A Bile Levels as Suitable
Model of Biomarker in Laying Hens”.



INDICE

1. INTRODUZIONE ...t e e e e e et et e e e e e enne e e e ebnn s 1
P2 | O @ ] = 7 N O T PP 4
2. 1. STORIA E PROPRIETA......oiiiitittitiiteit et ettt ettt eae st et e st e be st et eseebe et et e st ese et e s et eaeeaesseseebe st ensensesessesseneas 4
2.2.1L COBALTO NELL'AMBIENTE ....octiiiiieuiiteitesiestetestesteteseetesaeseeseste s esestesae s essesesaessessesessessensesessessesssseseas 5
2.3 UTILIZZI INDUSTRIALL ©..vvittite ettt ettt et test ettt ssese bt e st esaese st et esaesesseneese s et eseesesse s ensenesne e 6
2.4 UTILIZZI IN MEDICINA ..o ioiuttieetetettetetetetese ettt ese et sess et ete s e e eseses e e s s e s es e st e s eseaesenes et ee et ebene s e snesenenes 7
2.4. 1. RAUIOIEIAPIA. ..ottt s 7
2.4, 2, ETITOPOIESL ..ottt 7
2.4.3. Applicazioni DIOMEAICHE...........c..covoreeeeeeeeeeee e 8
2.4.4. Evoluzione tecnologica delle protesi d’ancCa...........c.ccocoemerrnrnrinininnsnnserssesenn. 9
2.4.5. Leghe di CODAILO...........co.ovvieeee e s 10
2.5.FUNZIONE BIOLOGICA DEL COBALTO NELL ORGANISMO.........coveiiiiiiiaiiiteiiesieessesiesieseese s 12
2.6.ESPOSIZIONE PROFESSIONALE........couiiiittitiitiiteseetestesteeetestesse e steste s eseatestessessesessessessessssansensssessessns 13
2.6.1. Biomarkers di @SPOSIZIQNE...........cc.coviririirieieeeise s s 15
3. TOSSICITA DEL COBALTO E SUOI EFFETTI SULLA SALUT E....cccovevvevevnee, 18
3. 1. CARENZA DI COBALTO ...utiutiiitateteseesteteteseeseeeeteseseesssessesese e s esesese e s eseseses et s esesesaseneasasesesenenssnesenes 19
4. TOSSICOCINETICA ...ttt ettt s e e e e e e e e e e e e e aeeaaaeaaeeeeeeenennes 20
4.1 ASSORBIMENTO.....ctiitietieieiteattesieteetesteasee st eseesestesseaseeseeeesseaseessessessesseaseeseensessessesseeseansensesseareeneeneeseens 20
A.1. 1 VIA INAIALOTIAL ...ttt 20
A.0.2. Vi@ QIQEIENLE. ...ttt s 20
4.0.3. VI8 PEICULANEGA.........ooeeieeieeisie ettt 21
4.1.4. Altre Vie di @SPOSIZIONE.............ccevvrveeerieereeiesee e 21
4.2 . LEGAME SIERGPROTEICO.......ccuiiiiiitiitiieseeiestestestetestesaestese st et eseasesae st esaeseste s esseseebe st ensesessessenesbessensans 22
A.2. 1. AIDUMINGL.......oooee et 22
4.2.2. AIbumIiNa MOAIfICALAL.........c.oveeveieeeee s 22
A 3. DISTRIBUZIONE.......cocitiititetieteeteitest et et et e et e te st ese et e et et e st ese e s et e st ess et e ss et ese et e eaessesesa et enaeaeste st esseseebeseessns 24
4.3.1. DOPO INAIAZIONE. ...t s 24
4.3.2. DOPO INQESHIONE. ...t 24
4.3.3. Altre Vie di @SPOSIZIONE.............ccveeveeieeieieeeiesee et 25
A 4 ELIMINAZIONE ....oiitieieiteite et estesteete st et e e stenaasaesteaseeseessesseeseeseeneetesbeeseesseseenseeeseeeseeneensesteebeeseeneeeeneeans 25
4.4.1. DOPO INAIAZIONE. ...t 25
4.4.2. DOPO INQESHIONE......oooiieeeee et 26
5. SCAMBI PROTESI-ORGANISMO ....cooiiiiiiiiiiiiimmieae et enee s 27
6. PRESENTAZIONE DEL CASO ...ouiiiiiiiiieii et eeeeee e s 30



PARTE SPERIMENTALE ... 34

SCOPODEL LAVORO ...ttt 34
7. MATERIALI E METODI c.cciiiiiiiii ettt e e e e e e e s n e 35
T L FASE "IN VIVO 7 <ottt b bttt h b s bt e e e Rt e b et e Rt bt ket e Rt e bt et e e en e ne et neeneas 35
7.1.1. Prima prova Preliminare.............eeeiee e 38
7.1.2. Seconda prova PreliMIN@LE............ccccouveveieeieieeeieieseiiee e 39
7.1.3. Terza prova SPEIMENTAIE............coccovrirrieeeeeee s 39
7.2.ANALISI DI COBALTO ECROMO ...ttt esesesesesssesese et sessses et sesesasasesnenenssnnnes 40
7.3 METODICA ISTOLOGICA ...ttt ettt ettt ettt ettt te ettt e s et e s e e e es e e e b e e ebeseeeeseseebene e ebe s eseseaseneseanas 41
7. 4. MICROSCOPIA ELETTRONICA . ... e eutittiteteteeteate ettt et e st stese e atesee e eseebeabe b ese e b e e b e s e e eseebenseseeseanenens 42
ST 11U 1N I SRRSO 43
8.1.OSSERVAZIONI CLINICHE ... .ottt atete ettt seeteses e se e ese e se e e aeseeeese s ese e ebeseeeebaneasane e ebenneneneaes 43
8.2. DISTRIBUZIONE DEGLI TONI ...ttt ittt esesses e esesesese s sesesesesesesesesnsesesssssasasasnans 44
8.2.1. Prima prova PrelimMiNare............ieioeieieeeeteevesee e 44
8.2.2. Seconda Prova PreliMINGLE............ccorireeeeisrese e 45
8.2.3. Terza prova SPEIMENTAIE...........cccooiveveieeieeeeets et 46
8.3.VALUTAZIONE ISTOLOGICA ......eiuiiiueietiieteteeeete ettt stat et se st e se et e st aseseabebe et ebe e e s eseaeesaeseeseaeaneees 49
8.3. 1. APPATALO VISIVI.......oooieeieieriiereieiie st essees 50
8.3.2. INEIVI SCIALICL ...ttt 52
8.3.3. Apparato uditivo € VESHIDOIATE.............cccoovie s 52
O. DISCUSSIONE ....cciiiiiiiiiiiiieee ettt e e e e e s s e s s enee e 54
10. CONCLUSIONI ...ttt sttt e et e e e e e e e e e e e e e saens s s e e e eeeeeaeeeaeens 60



1. INTRODUZIONE

Il cobalto € un elemento essenziale per la viiafaiti necessario per la formazione di
vitamina B, (idrossicobalamina); tuttavia, una somministragi@ctcessiva di questo
elemento traccia produce gozzo e ridotta attiviédladtiroide. Infatti, nel 1966, la
sindrome della “Cardiomiopatia del bevitore di &fre apparsa in Canada in seguito
all'aggiunta di solfato di cobalto come stabilizzat della birra ed era caratterizzata da
emopericardio, elevate concentrazioni di emoglob#da arresto cardiaco (Smith e
Carson, 1981).

Fino a tempi recenti, la tossicita del cobalto @astun grosso problema, riguardante
lavoratori esposti a polvere di cobalto proveniatdetrapanazioni e levigature. Fibrosi
interstiziale polmonare é stata associata ad edpaosiindustriale a polvere di metalli
pesanti (tungsteno e cobalto), ma non al solo tmbalesposizione al solo cobalto
produce una dermatite allergica da contatto edsuméadi origine occupazionale.

Infatti, tra i metalli, il cobalto e il secondo etento piu allergizzante nell’'uomo, dopo il
nichel e prima del cromo (Basketter et al., 199aw@odger, 1993). La polvere di
cobalto pud anche causare irritazione agli occhil edntatto prolungato e capace di
indurre sensibilizzazione ed é la seconda piu cemuausa di dermatite dopo il nickel
(Lison et al., 1995).

Dal momento che il cobalto e classificato come iilss cancerogeno (classe 2B)
dall’Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Gan@dARC, 2006), potrebbe esservi
anche la possibilita di comparsa di neoplasie ipaal esempio sarcomi, e sistemiche,
come linfomi e leucemie (Case et al.,, 1994; Dohettyal., 2001; Megaterio et al.,
2001).

Il cobalto, inoltre, € un metallo utilizzato, inropo biomedico, sotto forma di lega
cromo-cobalto o cromo-cobalto-molibdeno, nella itosione di sistemi protesici. Il suo
primo utilizzo per questo fine risale al 1938, qiausi sperimento I'impianto di protesi
d’anca permanenti, in cui non era prevista la rilmoz della cupola acetabolare.
L’elevata biocompatibilita di questa lega permis®tténimento di risultati
incoraggianti, fino alla sua affermazione negli iacimquanta. Dunque, l'artoplastica
totale metallo su metallo € stata usata per diviesadi in chirurgia ortopedica (McKee
e Watson-Farrar, 1966).



Tuttavia, anche se gli impianti all'anca sono cdasati biologicamente inerti, da una
revisione della letteratura sono emersi, oltre ssjimli reazioni allergiche, problemi di
tossicita locale e sistemica, dovuti a detriti rieia liberati dai materiali protesici.
Diversi studi hanno dimostrato che il rilascio detalli avviene per usura, corrosione e
fattori meccanici, come sfregamento, sollecitazioneto di detriti e fatica.
Concentrazioni di metallo significativamente elevabno state, infatti, segnalate nei
fluidi corporei di pazienti con impianti d’anca dgdo metallo su metallo realizzati con
lega Cr-Co (Sunderman et al., 1989; Vendittolilet2d07; Gru bl et al., 2007; Schaffer
et al., 1999).

La maggior parte dei casi di ipersensibilitd daal€&p-Cr-Mo riportati in letteratura
avviene a livello di articolazione dell’anca (Métre Brown, 1996). Gli ioni metallo
vengono rimossi dal sistema linfatico e possonasdiggrsi nei linfonodi, oppure essere
immessi nel torrente ematico, come dimostrano Ighvagi livelli sierici riscontrati in
pazienti protesizzati, andando poi ad accumularsiari organi, soprattutto in fegato,
milza e cuore.

Studi di tossicologia in medicina ambientale e peaionale, inoltre riportano reazioni
biologiche avverse durante esposizioni a lungo itegm

Infatti, in anni piu recenti, alcuni rapporti handescritto effetti specifici in soggetti con
elevati livelli di cromo e cobalto, rilasciati daopesi metalliche, in pazienti che hanno
avuto impianti per un periodo di almeno tre mesip fad un massimo di cinque anni
(Megaterio et al., 2001; Steens et al., 2006; Aldemet al., 2009; Tower, 2010b; lkeda
et al., 2010; Mao et al., 2011).

Solo recentemente ci si e focalizzati su una ta@asilt particolare rilievo, caratterizzata
da effetti neurologici, con degenerazioni debilitaa carico di vista e udito,
convulsioni, cefalea e parestesia periferica (Megatet al., 2001; Steens et al., 2006;
Oldenburg et al., 2009; Rizzetti et al., 2009; ked al., 2010; Tower, 2010c); questa
sintomatologia é stata osservata soprattutto igeftigesposti a cobalto, non solo per
rotture di protesi ma anche per motivi professional

| sintomi neurologici in questi pazienti sono conipiéi con precedenti rapporti isolati
di “cobaltismo”, legati ad ingestione di cloruroabbalto per il trattamento dell’anemia
(Gardner, 1953; Schirrmacher, 1967; Licht et a&72) e I'esposizione industriale al

cobalto (Jordan et al., 1990; Meecham e Humphrg91)l mentre nessuna analogia &



stata trovata con casi d'intossicazione da cromame€ risultato di queste scoperte é
stato coniato il termine “cobaltismo artoprotesi¢ddwer, 2010a).

Infatti, la tossicita dei composti del cromo dipendallo stato di ossidazione del
metallo. Alcuni studi hanno dimostrato che il crotn@vato in pazienti con protesi era
trivalente, forma generalmente meno tossica rispattquella esavalente (Merrit e
Brown, 1995; Walter et al., 2008). Il cromo esamtdee largamente considerato piu
tossico rispetto alla forma trivalente. Cio derimgparte dal riconoscimento del cromo
esavalente in qualita di carcinogeno umano peramahe come via di esposizione
(gruppo 1) (IARC, 1990), in parte, dalle proprietaustiche di molti dei composti
esavalenti, dal piu elevato assorbimento di spes#&valenti in seguito ad esposizione
per ingestione ed inalazione, e infine dall’abiti&l cromo esavalente di attraversare le
membrane cellulari (Langard e Costa, 2007). Inetatura sono disponibili
relativamente pochi studi che dimostrano la tossidél cromo trivalente.

Recentemente é stato descritto un caso di tosd@itibalto e cromo, dovuta al rilascio
da una protesi d’anca con ioni metallici misuradl Bangue intero, plasma e liquido
cefalorachidiano (Rizzetti et al., 2009; Pazzagitaal., 2011). | principali sintomi
riscontrati sono stati cecita, ipoacusia, neura@pgieriferica, tremori alle mani,
incoordinazione, declino cognitivo, depressionertigmi e tutti i soggetti avevano
livelli sierici di cobalto e cromo notevolmente eddi, mostrando, alla revisione
chirurgica dell'impianto, evidenti segni di metaialei tessuti periprotesici.

Infatti, la presenza di tessuto di interfaccia, teaente ioni metallo, € un reperto
anatomo-patologico intra-operatorio costante iroadisscollamento asettico di protesi
totale d’anca non cementata o di rottura di unéed®mponenti protesiche. Il tipo di
ioni presenti in tale tessuto dipende dalla lega cbstituisce il materiale protesico
impiantato.

Queste evidenze e la mancanza di studi sperimeesaurienti hanno indotto ad
indagare su questo argomento. Da ci0 e nato qgéstio il cui scopo € stato, infatti,
valutare gli effetti del cobalto e del cromo, spédtiente sul sistema ottico e vestibolare
del coniglio, utilizzato come modello animale pgradurre e chiarire i meccanismi

patogenetici dell'intossicazione da questi metalli.



2. 1L COBALTO
2.1. Storia e proprieta

George Brandt (1694-1768) € considerato lo scapritdel cobalto: la data della
scoperta varia a seconda della fonte, ma é datailal{730 e il 1737. Egli fu in grado di
dimostrare che il cobalto era la fonte del coloke el vetro, che invece era stato in
precedenza attribuito al bismuto, presente insiaheebalto.

I nome Cobalto deriva probabilmente dal gr&obalos traducibile con folletto, o dal
nome tedesco “Kobold”, un tempo attribuito a spmtligni nell’antichita e che venne
utilizzato dai minatori per nominare tale minergerché velenoso e in grado di
contaminare altri minerali. E’ possibile poi cheplrolekobold goblin e cobaltabbiano
tutte lo stesso etimo.

Il Cobalto (Co) & un elemento chimico appartenahtgruppo X, numero atomico 27,
massa 59, e un metallo ferromagnetico, apparteragtitelementi di transizione; il suo
simbolo € Co. Composto inorganico e quindi privocdrbonio organicato, di colore
azzurro argenteo, con proprieta simili a nicheked, pud essere magnetizzato come
quest'ultimo. A temperatura ambiente presenta acdrgtilita, ma questa aumenta
portandolo a temperature elevate. E’ caratterizdatodensita 8,92 g/cms3, temperatura
di fusione 1244°C, temperatura di ebollizione 2927°

Il cobalto si ritrova naturalmente nelle rocce, wqpiante e animali, tipicamente in
piccole quantita ed e solitamente combinato canel#menti, come ossigeno, zolfo ed
arsenico. Il cobalto tuttavia € pit comunementeatega minerali di rame, ferro,
piombo, nickel e argento in concentrazioni infarial’1% e dunque la maggiore
emanazione di cobalto risulta come sottoprodottta daoduzione di rame e nickel
(Barceloux et al., 1994).

L'elemento & chimicamente attivo e forma molti costp che vengono sfruttati in
diversi campi dell'industria, dalle ceramiche alfeoltura (ATSDR, 2004); grande
interesse suscitano le leghe di cobalto, sfrutiedeie a: elevato punto di fusione, forza
e resistenza all’ossidazione.

Il Chemical Abstract Service Registry (CAS) segrgbtprossimativamente 5000 leghe
di cobalto con altri metalli, di cui il cobalto Emetallo base per circa 2000 di esse. |

composti del cobalto sono tradizionalmente usatnecagenti coloranti in vetro,



ceramica e colori, come catalizzatori e come eastecdei colori, inoltre sono anche
usati come additivi di elementi traccia in agriocdt ed in medicina (Lison et al., 1995).
E’ stabile in aria ed inalterato in acqua, ma dderente attaccato da acidi diluiti. Gli
stati di ossidazione che il cobalto puo assumene 3@, +3 e (raramente) +1.

Le principali forme di interesse tossicologico sdadforma metallica (alcune leghe:

Stellite, Vitallium®), gli ossidi (ossido e tetrado) e i sali (cloruro, solfuro e solfato).

2.2. 1l cobalto nell'ambiente

Nella crosta terrestre, il cobalto & presente otgpari a 20-25 mg/kg (Smith e Carson,
1981): costituendone lo 0,0023%, rappresenta ile&@&hento in ordine di abbondanza
(Smith e Carson, 1981; Merian, 1985; Abbasi etl#l89); la maggior parte del cobalto
della terra si trova nel suo nucleo. E’ scarsampnésente anche nelle acque naturali,
da cui precipita come solfuro di cobalto, altamenselubile.

Non lo si trova mai in forma di metallo libero, Iseérsotto forma di minerali, come la
smaltite CoAs, il cobalto grigio o cobaltite CoAsS, la carroli(f€u(Co,Ni»Sy), la
linneite (Ca@S,; con atomi di Ni o Cu come sostituenti del Co)sfierocobaltite (CoC¢)

e la eritrite o fior di cobalto (GEASO,).-8H,0). Pud anche trovarsi nell'aria e
nell'acqua, o depositarsi sul terreno tramite pelweasportata dal vento.

Anche gli esseri umani aggiungono cobalto all’amt@escaricandone piccole quantita
nell'atmosfera a seguito della combustione e dallizione mineraria di carbone, rame,
nichel (Barceloux et al., 1999), trattando mineradintenenti cobalto e tramite la
produzione e l'uso di prodotti chimici a base detatio.

Gli isotopi radioattivi del cobalto non sono natarante presenti nell'ambiente, tranne
il *°Co, ma vengono rilasciati attraverso il funzionatoedi impianti di energia
nucleare. Dal momento che hanno periodi radioattiativamente brevi (tra le 40 ore e
tempi inferiori ad un secondo), non sono particokmte pericolosi.

Una volta entrato nell'ambiente, il cobalto non ms8ere distrutto ma puod reagire con
altri elementi o essere assorbito dalle partiaddleterreno o dai sedimenti dell'acqua.



| terreni che contengono quantita molto basse dalto possono far crescere piante
cobalto-deficienti, di conseguenza anche gli animbhEé pascolano su questi terreni
soffrono la carenza di cobalto.

Il livello medio di cobalto nel terreno € pari gopm, ma ci sono terreni con solo 0,1
ppm ed altri contenenti fino a 70 ppm. Nell'ambéemtarino il cobalto € necessario per

le alghe blu-verdi (cianobatteri).

2.3. Utilizzi industriali

Il cobalto ed i suoi sali trovano impiego in nums&reettori ed applicazioni.

+ Circa I'80% del cobalto, prodotto a livello mondialviene utilizzato allo stato
metallico (Grimsley, 2001). Il Chemical Abstractr8ee Registry riconosce
I'esistenza, approssimativamente, di 5000 leghe cdbalto, nelle quali
rappresenta il metallo base per 2000). Alcuni esemp

o leghe impiegate nella realizzazione di turbinemetori d'aereo
o leghe ad alta resistenza alla corrosione e albusur

o acciai per utensili ad alta velocita

o utensili in metallo duro (detti anche "al diamamenidia)

+ Magneti e supporti magnetici per registrazionigga con Fe, con Al e Ni

+ Catalizzatori per le industrie petrolchimica e citian

+ Materiale di rivestimento per elettrodeposizional{gnostegia), per il suo
aspetto, la sua resistenza e la sua durezza

« Composti disidratanti per vernici, lacche ed inshio

+ Polveri per il rivestimento di porcellane e smalti

« Pigmenti: Leonardo da Vinci fu uno dei primi aitiatl usare i colori brillanti
del cobalto nei suoi dipinti. Anche le porcellaredla dinastia Ming e le vetrerie
veneziane contenevano gia pigmenti di cobalto déls¥colo; sotto forma di
carbonato, cloruro, fosfato, alluminio, silicatosenicato, stannoato: blu cobalto
e verde cobalto in lavori di porcellana, ceramiggtro macchiato, mattonelle e
smalti per gioielleria

« Elettrodi per batterie d'auto



« Per la costruzione dei catodi di particolari vaévtérmoioniche destinate ad usi
HiFi di altissimo livello; queste particolari vally molto costose, hanno la
particolarita unica di emettere una luce verdogiolace del solito arancione
da incandescenza tipico degli altri tipi di valvth®rmali”.

Il cobaltd®, radioattivo, trova impiego come sorgente di raggi

+ nella radioterapia

« per la sterilizzazione dei cibi tramite radiazigpastorizzazione a freddo)

« nella radiografia industriale per il rilevamento dnomalie strutturali in
manufatti in metallo.

Il suo uso come tracciante radioattivo € moltousiff perché e facile da produrre; si

ottiene infatti esponendo cobalto naturale ai reeuigprodotti da un reattore nucleare.

2.4. Utilizzi in Medicina
2.4.1.Radioterapia

Il cobalto-60 (Co-60 8°Co) & un isotopo radioattivo usato in passato metlioterapia;
produce raggiy con energia di 1.17 MeV e 1.33 MeV. Le sorgefi€o hanno
un’emivita di circa cinque anni, poi non emettona pggiy in quantita sufficiente;
restano comunque molto radioattive, ragione per iouDccidente l'uso di queste
apparecchiature € sempre piu raro, e si preferisamsare acceleratori lineari di

particelle.

2.4.2.Eritropoiesi

Nel passato il cobalto cloruro veniva utilizzatey aggiunta ai normali agenti
emopoietici, per trattare le anemie. Il suo mecaoi d'azione, infatti, prevede la
stimolazione della produzione di eritropoietinad®n e Meineke1958), grazie alla

sua capacita di mimare una condizione di ipossiaiéchiama in causa diversi geni,
inclusi quelli che codificano per I'eritropoiesii dattori di angiogenesi (Steinbrech et
al., 2000). Il cobalto inibisce la sintesi dell’enmevivo, agendo su almeno due siti di

sintesi, determinando cosi la produzione di cobadtdoporfirina piuttosto che di eme.



L’effetto € quindi quello di una policitemia, conraento della viscosita del sangue e di
un’intensa angiogenesi (Taylor e Marks, 1978). @aesto principio il cobalto viene
utilizzato anche come sostanza dopante dagli :atles somministrazione di 150 rdgg

di cobalto cloruro per 22 giorni determina un autaeimo al 20% dei globuli rossi;
anche I'emoglobina risulta aumentata in una quatagl 6-11% (Davis e Fields, 1958).
Inoltre, la sostanza e di largo impiego poichélfaente reperibile sotto forma di sale,
economica, nonché assente dalla lista delle sastdopanti della WDA (world anti-
doping agency).

La tecnica terapeutica policitemizzante fu largam@ertilizzata, anche se avvenne non
senza conseguenze per i pazienti trattati: sortorgtartati casi di gotta (per ridotta
capacita di concentrazione dello iodio), mixedemacagdiomiopatia congestizia
(Domingo, 1989), i sintomi pit importanti pero famquelli neurologici, riscontrati sia
a breve che a lungo termine. Schirrmacher (1967jigatato il caso di una donna
trattata per 6 mesi con una dose di 25degdi cobalto cloruro, i cui sintomi erano:
calo dell’udito, passo incerto, nausea, vomito edipe di peso; I'esame clinico ha
verificato la presenza di sordita nervosa bilaeemlassenza del riflesso d’Achille; la
sospensione della somministrazione ha determirat@missione dei sintomi. In un
altro paziente é stata riscontrata anomala perfasitella corioide e atrofia ottica dopo
un trattamento per pancitopenia con 73 gr cobddtam per un periodo di oltre 2 anni
e mezzo (Licht et al., 1972). Gardner (1953) hartggo uno studio su 17 pazienti
sottoposti a terapia con cobalto cloruro (dosi specificate) per curare stati anemici e
uremia: quattro di questi lamentavano tinnito dapo periodo di 4-16 settimane di
trattamento, mentre uno di essi ha sviluppato soraérvosa dopo 12 settimane. In tutti
I soggetti la sospensione della terapia portavaemissione dei sintomi, che si

ripresentavano qualora la terapia venisse nuovanemostata.

2.4.3.Applicazioni biomediche

Un recente impiego delle leghe di cobalto rigudedeealizzazione di protesi dentali o

di protesi sottoposte a carichi elevati, come guedll ginocchio e dell'anca.



In generale i materiali metallici trovano applicazi come biomateriali grazie a

differenti caratteristiche:

hanno un elevato modulo elastico ed un’elevatastersza di snervamento, cosi
da rendere possibile la costruzione di strutturgrado di sopportare carichi
elevati senza grandi deformazioni elastiche né rdedaioni plastiche
permanenti;

hanno una buona duttilitda e quando lo sforzo superaresistenza di
snervamento, la struttura si deforma plasticamientece di rompersi in maniera
fragile. Cid permette di solito di intervenire sasndo il componente
deformato prima che si rompa;

hanno un’elevata resistenza alla fatica meccamgcanndi sono indicati per

applicazioni per le quali si prevedono cicli diicar

2.4.4.Evoluzione tecnologica delle protesi d'anca

| primi tentativi di artroplastica risalgono allané del 1800, con ['obiettivo di

rimodellare la superficie ossea usurata attravrgerposizione, nel punto di contatto

tra femore e acetabolo, di una struttura che potsgare costituita da diversi materiali:

legno, argento, celluloide, oro, magnesio, cutsciwa di maiale. Subito emersero le

prime difficolta relative principalmente allusuel materiale di interposizione e al

riacutizzarsi della rigidita articolare e del daor

Nella figura seguente (Tab. 1) e riassunta I'eviolog delle protesi a partire dall’anno

1883, fino ai primi anni ‘90.



Tappe principali

Artroplastica per
interposizione
Introduzione di
sostanze tra le

componenti
dell'articolazione

1883

Protesi a stelo corto
1919 Protesi della testa
femorale in gomma

Stelo in avorio

1927 In sostituzione del
femore
Prima protesi completa
1938 Artroplastica a cupola della componente
acefabolare

Protesi con resine
1946 acriliche per |a testa
femorale

1949 Protesi a stelo lungo

Protesi con stelo
fenestrato per
permetiere la ricrescita
ossea

Protesi mefallica con
1951 stelo pieno non
fenestrato

Prima protesi
1958 cementata con parte
acefabolare in teflon

Protesi cementata con
1962 acetabolo in polietilene
ad alta densita

Protesi ad ancoraggio
1971 biologico non
cementata

Protesi con rivestimento

1974 a rete iregolare in Protesi CAD
fitanio

Protesi con rivestimento

1950 in indrossiapatite

Tabella L L’evoluzione delle protesi a partire dal’anno 188Bi0 ai primi anni ‘90.

2.4.5.Leghe di cobalto

Esistono svariate leghe (miscela di due o piu eteindi cui almeno uno metallico,
detto metallo base, con proprieta diverse rispettelle dei singoli costituenti) a base
di cobalto, distinguibili in base alla composizioohimica e alle proprieta che le
caratterizzano. Alcune leghe di cobalto risultanartipolarmente resistenti alla
corrosione, altre all'usura, altre ancora al caldre caratteristica comune a tutte le
leghe di cobalto é l'elevata resistenza meccarécehe alle alte temperature. Le
proprieta di tali leghe derivano dalla natura atisgrafica del cobalto (in particolare
dalla sua capacita di “rispondere” agli sforzi)ll'dffetto di rinforzo esercitato dal
cromo, dal tungsteno e dal molibdeno presenti ilizsone solida nella matrice di

cobalto, dalla formazione di carburi metallici, Igdfinamento del grano cristallino e
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dalla resistenza alla corrosione impartita dal @ofeneralmente le tipologie di leghe
meno dure e piu tenaci vengono impiegate come leggistenti alle alte temperature,
mentre quelle caratterizzate da elevata durezzgovenimpiegate come leghe resistenti
all'usura.

La lega Vitallium (60% cobalto, 20% cromo, 5% md#no, piu altre sostanze), viene
utilizzata principalmente per la realizzazione dhitpsi odontoiatriche, del ginocchio e
d’anca grazie alla sua eccellente resistenza att@sione, indotta dai fluidi biologici e
all'ottima resistenza alla fatica.

Nell'ultima decade, una tecnica molto utilizzatar e protesi d’anca € la MOMHA
(metal on metal hip artroplastyquesta prevede la sostituzione della testaedabfe e
della cavita acetabolare, con delle strutture di lega particolarmente resistente di
metallo, in cui € sempre compreso il cobalto. lanitea trova largo impiego in soggetti
giovani o molto attivi: rispetto alle protesi preeati, in cui venivano utilizzatati
sostituenti in plastica, la cui durata era relaneate breve, quellenetal on metal
subiscono molto meno l'usura, permettendo sostituzjuasi nulle nel tempo. L'attuale
rivestimento delle protegnetal on metake costituito da una lega CoCrMo. In una
recentereviewdella “Nationwide Inpatient Sample”, e risultatoecil 35% dei 112.095
casi di riposizionamento totale di protesi d’artca,il 1° ottobre 2005 e il 31 dicembre
2006, fossero MOMHA.

Dato il loro utilizzo come protesi, le leghe devaupperire a diversi tipi di usura:

Usura abrasiva quando una superficie viene a contatto con paiei@venti durezza
maggiore o uguale a quella della superficie stdsagetodo piu efficace, per aumentare
la resistenza di un materiale all'usura abrasivmsiste nellaumentarne la durezza,
come nelle stelliti, (leghe cobalto-cromo che cagteo anche tungsteno ed una ridotta
quantita di carbonio), che contengono una faseamdlira sotto forma di precipitati.
Tale resistenza aumenta alllaumentare del tendfa fése piu dura all'interno della
lega. La resistenza all'abrasione € influenzatdaralla dimensione e dalla forma dei

precipitati, dalla dimensione e dalla forma debetjgelle abrasive.

Usura adesiva: consiste nella rottura per taglio delle asperitaroscopiche di due

superfici metalliche in moto relativo di sfregamemta di loro. Pud essere ridotta per
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mezzo di un lubrificante che impedisca alle superfili saldarsi, oppure con
I'accoppiamento di metalli che abbiano una bas$sabgiba allo stato solido. Anche la

presenza di ossido puo ridurre l'usura adesiva.

Usura erosiva: ha origine quando le particelle in un fluido (o un altro veicolo)
scivolano e rotolano a velocita relativamente atiatro una superficie. Ogni particella

provoca il distacco di un piccolo frammento dallperficie interessata.

Usura per fatica: € prodotta da sollecitazioni periodiche di contdtrtziano tra

superfici che si scambiano forze.

2.5. Funzione biologica del cobalto nell’'organismo

Sono classificati come “elementi in traccia”, gliementi che appartengono alla
categoria dei micronutrienti, cioeé necessari ajjarismo in piccole quantita, come i
metalli di transizione: vanadio, cromo, mangandee;o, cobalto, rame, zinco, e
molibdeno; e i non metalli: selenio, fluoro, e i@diluttavia, pur essendo componenti
essenziali di alcune strutture biologiche possamendare tossici in concentrazioni che
vanno al di la di quelle necessarie per tali funizio

| criteri utilizzati per definire I'essenzialita dn elemento possono essere cosi riassunti:
a) la ridotta introduzione produce danni funzionali

b) I'assenza inibisce la crescita o il compimentardciclo vitale dell’organismo

¢) l'influenza sul metabolismo di un dato organisendiretta

d) la reintroduzione nella dieta in quantita fisgiche previene e cura i sintomi da
deficienza

e) gli effetti non possono essere completamenteirgiti tramite sostituzioni con altri
elementi (Alessio e Apostoli, 2010).

Il cobalto puo essere introdotto mediante ciboa &riacqua contaminati. Sono stati
evidenziati incrementi dei valori in fumatori e $oggetti che fanno uso di complessi
multivitaminici. Il tabacco contiene cobalto in ugaota >0.3-2.3ig di peso secco, lo
0.5% si trova nel fumo che viene aspiratmainstream smoke(Munita e Mazzilli,
1986; Ostapczuck et al., 1987; Stebbins et al.21Barceloux, 1999).
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E’ un elemento essenziale per 'uomo, in quanto mmmente della vitamina B12
(Lison, 2007), che é coenzima in molte reazioniireaiche, tra cui la conversione
dellomocisteina  a metionina, ma anche nella trasézione di L-
metilmalonilcoenzima A (CoA) a succinilcolinCoA; leianocobalamina €& inoltre
coinvolta nella costituzione di enzimi interessaéll’ematopoiesi, questo spiega la
gravita della sua carenza e la sua implicazionkanemia, in particolare la perniciosa
(Domingo, 1989). La razione giornaliera consiglidtavitamina B12 Raccommended
dietary allowanceRDA) negli adulti e di 2.4ug/die, in cui sono contenuti Odg di
cobalto.

2.6. Esposizione professionale

L’esposizione occupazionale al cobalto si verifitaquentemente in soggetti che
lavorano presso industrie che producono metallighé (calamite, estremita di trapani),
inoltre i sali di cobalto si usano nell'industrielih ceramica, per la produzione di
cemento e vetro; in questi luoghi le concentrazrmaedie di cobalto variano tra 0.01 e
1.7 mg/m3 (Meyer-Bisch et al., 1989 Swennen etl@93; Scansetti et al., 1998; Kraus
et al., 2001). In questi ambienti la via di pengetvae principale € quella inalatoria, ma
possono avvenire anche assorbimenti tramite la cup@ccola misura attraverso la cute
intatta, maggiormente attraverso quella abrasangatt et al., 1994; Larese Filon et al.,
2004).

Il quadro clinico costantemente riscontrato € #rdsi polmonare interstiziale, con
insorgenza subacuta o cronica. La prima tende aifestarsi dopo alcuni mesi
dall'inizio dell’'esposizione, pud progredire rapidente e migliora solo con la
sospensione del contatto e con il trattamento coicosteroidi per via orale. La ripresa
dell’'esposizione determina una recidiva del quatleoforma cronica si sviluppa dopo
numerosi anni dall'inizio dell’esposizione, progiss® piu lentamente e manifesta un
miglioramento piu scarso sia alla sospensione edglbsizione sia al trattamento con
corticosteroidiper os Altre forme respiratorie che seguono un’esposei@ronica
professionale al cobalto sono: irritazione polmenatiminuzione della funzionalita

polmonare, fischio, asma e polmonite (Kusaka ¢t1&86, 1992, 1996; Shirakawa et
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al., 1990; Ruokonen et al., 1996; Hahtola et 802 Sundaram et al., 2001). Il cuore, a
seguito di inalazione cronica di polvere di cobalsubisce una cardiomiopatia
caratterizzata da effetti funzionali sui ventricedo dilatazione (Horowitz et al., 1988;
Jarvis et al., 1992).

Swennen et al. (1993) hanno anche dimostrato, ersm ma con risultati
statisticamente significativi, un calo dei globrdssi totali e del’emoglobina (calo del
4-5%) in un gruppo di 82 lavoratori esposti a uoacentrazione di 0.125 mg Co/m3 in
forma di polvere di cobalto metallico.

Un gruppo di donne esposte in ambiente lavorativm@ smalto di silicato di zinco e
cobalto, con concentrazione stimata intorno ai 0§ Co/m3 ha riportato un
innalzamento significativo dei livelli di tiroxin@l4) e di tiroxina libera, ma non di T3
(Prescott et al., 1992). Al contrario, Swennenle(l®93) hanno rilevato una riduzione
significativa di T3 e nessuna alterazione del T&tisd in lavoratori esposti a cobalto
ossido, sale e metallico.

Le esposizioni occupazionali determinano anchettefeal sistema nervoso centrale:
due studi riguardanti intossicazione occupazionade inalazione hanno riportato
perdita della memoria, atrofia ottica e sorditardda et al., 1990; Meecham e
Humphrey, 1991). In 12 lavoratori di tungsteno éatto, confrontandoli con soggetti
sani non esposti, sono state dimostrate anche: dell@attenzione e della memoria
verbale.

Un lavoratore esposto a polvere di cobalto per 28irha riportato atrofia del nervo
ottico e sordita nervosa bilaterale: i valori dbatio ematici erano 234g/l. Dopo 14
mesi di sospensione dal contatto, la vista € andadgiorando, come anche l'udito
(Meecham e Humphrey, 1991).

Molti studi hanno cercato anche una correlazioad' ésposizione aerea occupazionale
al cobalto e forme cancerose. In uno studio su3llagoratori di una fabbrica che
lavora cobalto e sodio e stata valutata la moatghur et al., 1987), come valore di
riferimento & stata presa la mortalita in Fran@allo studio € emersa una mortalita
superiore alla media causata da cancro ai polni&hitore riporta pero che i soggetti
erano esposti contemporaneamente anche a niche¢mia. Altri studi (Lasfargues et
al., 1994; Moulin et al., 1998, 2000; Wild et &Q00) hanno riportato dati ascrivibili a

quelli sopra citati.
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Nei lavoratori di cobalto & stato dimostrato chec¢encentrazione urinaria di cobalto
aumenta rapidamente nelle ore che seguono la éiiegposizione, con un picco di
eliminazione tra le 2 e le 4 oggost esposizione e diminuisce nei giorni successivi
(Apostoli et al., 1994).

2.6.1.Biomarkers di esposizione

Nei luoghi di lavoro e riscontrato solitamente iwello di concentrazione di cobalto da
1.0x1¢ a 1.7x18ng/nT (Barceloux, 1999).

L’analisi del cobalto nelle urine € uno degli esadii maggior rilievo per |l
monitoraggio dell’esposizione al metallo nei luoghilavoro. In uno studio svolto da
Ichikawa et al., (1985) e stato infatti evidenziatogap particolarmente rilevante tra i
valori di cobalto urinario nei lavoratori del métal(59-79 ug/l) e nei soggetti non
esposti (Aug/l).

La concentrazione del cobalto in un campione dieuriaccolte l'ultimo giorno della
settimana lavorativa indica I'esposizione delldisetna appena conclusa, mentre quella
raccolta il lunedi indica i livelli di esposizioneronica occupazionale (Templeton,
1996). Per consentire la valutazione dell’esposrio risultati devono essere
confrontati con appropriati riferimenti e principante con i valori di riferimento e i
valori biologici limite (BEI,biological exposurendey, ossia con quei livelli che siano
considerati di entita tale da non causare alcutexazione dello stato di salute dei
soggetti esposti.

E’ necessario conoscere la quantita di sostanza qllale un soggetto si trova
effettivamente esposto ed il periodo di tempo gosgione tenendo conto delle diverse
vie di penetrazione nell'organismo.

Vengono percio proposti degli indicatori biologidi esposizione (BEI), suggeriti da
Agenzie Internazionali e da comitati scientifichmonitari in base alle informazioni su:
assorbimento, escrezione e metabolismo delle stsstammiche e sulla correlazione tra

intensita di esposizione ed effetti biologici.
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L’ ACGIH (American Conference of Governmental Industrial ldpgty ha imposto
un BEI pari a 15ug/l di cobalto nelle urine e lg/l nel sangue (Tab. 2) alla fine della

settimana lavorativa e un limite massimo di 0.02Zmigell’aria.

BEI BAT EKA
Cobalto Y 15 pg/ 60 g/l 300 pg/l
S 1 / 25 g/l

Tabella 2: Confronto tra i valori degli indici biologici di gmsizione (BEI del’ACGIH) ed i valori di
tolleranza biologica (BAT e EKA della DFG) del cétbgU urine, S siero).

| BAT (Biologischer Arbeitsstoff-Toleranz-Wefvalori di tolleranza biologica per
esposizioni occupazionali) sono definiti come laanmfita massima permessa di una
sostanza chimica, o dei suoi metaboliti, nei fllbahlogici di soggetti esposti; il valore
e riferito a esposizioni di otto ore giornaliere gearanta ore settimanali.

La IARC (International Agency for Research on Cahte classificato I'esposizione
associata tra cobalto e tungsteno come probabigrearicerogena per 'uomo (gruppo
2A) (Tab. 3), benché la sola esposizione a colm#ioclassificata 2B (possibilmente

cancerogeno).
Elemento Specie ACGIH DFG IARC UE

Co e composti A3(inorganici)

Co metallico 2 2B

Co carbonato 2

Cobalto Co ossido 2

Co solfato 2 e Sal 2B R49
Co solfuro 2

Co dicloruro R49

Sali solubili di 2B

Tabella 3. Classificazione della cancerogenicita del cobakeando diverse agenzie (ACGIH, DFG,
IARC e UE) da “Giornale Italiano di Medicina del izaro ed Ergonomia” (2008).

La Deutsche Forschungsgemeinschaft pone il colatd cancerogeni di categoria 2
(considerati cancerogeni per 'uomo) e la combioziCo WC (carburo di tungsteno)

in categoria 1 (cancerogeni). La CEE attribuiscedaddalto le frasi di rischio R 42-43
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(rispettivamente: “pud provocare sensibilizzaziges inalazione” e “pud provocare
sensibilizzazione per contatto con la pelle”); iEbettatura suggerisce i consigli di
prudenza S22 24 37 (vale a dire non respirare lleeppevitare il contatto con la pelle,
usare guanti idonei), i Recommended Exposure LRIEL) proposto dal NIOSH
(National Institute for Occupational Safety and i®ae di 0.05 mg/m3. L'ACGIH ha
collocato il cobalto ed i suoi composti inorgamella categoria A3 (cancerogeno per
gli animali da laboratorio): I'agente € cancerog@eo gli animali da laboratorio in

concentrazioni relativamente elevate.
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3. TOSSICITA DEL COBALTO E SUOI EFFETTI SULLA SALUT E

Il cobalto si puo trovare naturalmente dispersd’ared, nell'acqua o in alimenti
contaminati. E’ un elemento scarsamente dispongalén forma libera nellambiente,
ma se le particelle non sono legate al terrenosediimento, I'assorbimento da parte di
piante ed animali & piu alto e puo verificarsi analo; questo si riscontra soprattutto
nelle parti delle piante che mangiamo come ladraeti semi. | terreni in prossimita di
miniere ed impianti di fusione possono contenem@tjta molto elevate di cobalto.

Per quello che riguarda l'alimentazione degli adimacomposti di cobalto sono
autorizzati dalla normativa comunitaria come addger i mangimi (CE, 2003).

L’EFSA ha intrapreso una valutazione del rischiollueo di questi composti
nell'alimentazione animale, prendendo in esame daessita dell'integrazione del
cobalto per le specie bersaglio, tenendo conto pd¢enziali effetti negativi della
riduzione/eliminazione dell'integrazione di cobaHlalla salute degli animali (EFSA,
2009).

Gli animali monogastrici, esclusi cavalli e conjgion hanno bisogno di cobalto, ma di
vitamina B12, pertanto la loro alimentazione nahiede di integrazione con cobalto.
La microflora dei ruminanti & in grado di sinteize la vitamina B12, a condizione che
nell'alimentazione sia presente una quantita diattobsufficiente. Il fabbisogno di
vitamina B12 di questi animali puo quindi esserddssfatto dal contenuto di cobalto
normalmente presente negli alimenti. Anche I'orgaro dei ruminanti richiede solo la
vitamina B12. Non sono tuttavia disponibili datffgtienti per valutare le conseguenze
sulla salute e sul rendimento di queste speciétetituale sostituzione del cobalto con
la vitamina B12 in condizioni di allevamento. Liminazione del cobalto
comprometterebbe inoltre la microflora ruminalesla composizione e le sue funzioni.
Taluni effetti benefici minori, osservati nei ruraimti, a seguito della somministrazione
di cobalto potrebbero essere collegati a un gen@fietto del cobalto sulla microflora
piuttosto che alla vitamina B12. Il gruppo di espscientifici del’lEFSA su additivi,
prodotti e sostanze usati nei mangimi ha concluso la potenziale integrazione del
cobalto nell'alimentazione di ruminanti, cavallicenigli dovrebbe essere mantenuta.
Un’integrazione di cobalto nella misura di 0.3 ngy/Reso secco e un contenuto

massimo di 1 mg Co/g di mangime completo & conatdeappropriato.
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In uno studio effettuato da Diaz et al., (1994)|cpu di un giorno a cui sono stati
somministrati 125-250-500 mg di cobalto/kg di alimteper 14 giorni, hanno diminuito
I'ingestione di cibo e di conseguenza il peso; lartalita riscontrata € stata dose-
dipendente. La crescita di pulcini di 2 settimanevenivano somministrate dosi di 100
mg cobalto/kg cibo e stata fortemente compromeassmtre a dosi di 50 mg/kg non
sono stati riscontrati effetti. Dopo 5 settimaneinadosaggio di 200 mg/kg la mortalita
e cresciuta in maniera significativa (Hill, 197#).anatre bianche di 2 settimane esposte
a 100 mg/kg di cobalto per 15-28 giorni, la crestid subito dei ritardi, mentre livelli
di 50 mg/kg non hanno determinato effetti avveigar( Vleet et al., 1981). La
somministrazione ad anatre di 200 mg/kg di Co @28 giorni ha determinato lo
sviluppo di lesioni simili a quelle da carenza damina E-selenio, come necrosi dei
muscoli cardiaci, scheletrici e dei muscoli lisel dozzo e dell'intestino, ma non e stata

riportata mortalita significativa.

3.1. Carenza di cobalto

Sono rari i casi nelluomo di segni clinici da caza di cobalamina per deficit
alimentari. La mancanza di vitamina B12 porta allduppo di anemia megaloblastica
(caratterizzata dalla presenza di grossi eritrooitmaturi), alterazioni della sintesi
cellulare del DNA e neuropatia con comparsa prayvasdi sintomi. Tra questi
elenchiamo debolezza, soprattutto in braccia e garstanchezza, dispnea da sforzo,
formicolii, perdita di appetito e di peso, perdidiel senso del gusto, dell’olfatto,
impotenza, disturbi psichiatrici (irritabilita, disbi della memoria, lieve depressione,
allucinazioni) e grave anemia. | sintomi da defdiitvitamina B12 sono simili a quelli
da deficit di acido folico; la differenza princigaé data dal fatto che solo il deficit di
vitamina B12 e associato a degenerazione midolBeesi utilizza acido folico per il
trattamento della carenza da vitamina B12 €& pdssiisservare un miglioramento

dell'lanemia, ma il rischio di danno a livello d&tema nervoso resta invariato.
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4. TOSSICOCINETICA
4.1. Assorbimento
4.1.1.Via inalatoria

Le particelle di cobalto inalato si depositano rnedtto superiore ed inferiore
dell'apparato respiratorio e vengono poi assorlatgaverso diversi meccanismi
(Casarett e Doull, 1986). Il modo con cui si defao® € correlato alle dimensioni delle
stesse: le particelle con diametra2 um tendono a depositarsi nel tratto respiratorio
superiore, dove il flusso d’aria ha caratteristithie da favorirne I'impaccamento per
inerzia. Le particelle piu piccole raggiungono rihtto respiratorio inferiore, dove |l
flusso d’aria € piu debole, qui si depositano grazisedimentazione e precipitazione
elettrostatica e vi rimangono finché non vengonsndste o fagocitate dai macrofagi.
Studi sui criceti hanno permesso di riscontrareassorbimento pari circa il 30% della

dose di cobalto ossido somministrata (Wehner eLar7).

Le particelle deposte nel tratto respiratorio possaarrivare al sangue dopo
assorbimento o possono venire trasportate meccaeida al tratto gastrointestinale
(azione mucociliare o deglutizione). La quota duefizata dalle dimensioni delle
particelle inalate e dalla loro solubilita. Ci sodifferenze nella clearance a seconda
delle diverse specie: nelluomo circa la meta agdakito polmonare persiste per 6 mesi
dopo l'esposizione, al contrario nel ratto la céene del cobalto dai polmoni risulta

quasi completa dopo 6 mesi.

4.1.2.Via digerente

L’assorbimento gastroenterico varia dal 18 al 978ttaddose somministrata in base a
tipo e dose di cobalto, nonché in base allo statdzionale del soggetto (Smith et al.,
1972). Nelluomo deficitario di Fe ne viene asstahina quota maggiore (31-71% nei
carenti, 18-44% nei controlli) (Sorbie et al., 197holtre in soggetti di sesso femminile
I'escrezione di cobalto, dopo somministrazioni albalto cloruro, € superiore rispetto ai

soggetti di sesso maschile (Christensen et al3)199
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Nei modelli animali, molti fattori sono risultati eterminanti nel condizionare
I'assorbimento gastroenterico del cobalto: neloréttyla-Fierro et al., 1999) il cobalto
cloruro e assorbito in un range tra il 13 ed il 34%entre particelle di cobalto ossido,
fisiologicamente insolubile, viene assorbito neiga 1-3% (Patrick et al., 1989). Non
risultano influenti le dimensioni delle particeldi cobalto somministrate sul loro
assorbimento gastroenterico.

La somministrazione di cobalto cloruro, marcato ¢#o radioattivo e complessato
con istidina, lisina, glicilglicina, EDTA, caseina glicina, ha determinato una
diminuzione nella quota di Co assorbito; sommia@wni di cobalto cloruro (tracciato
con *%Co) in latte vaccino hanno, invece, determinatoinaremento di circa il 40%

dell’'assorbimento a livello gastroenterico (Taylb962). | composti idrosolubili hanno
generalmente un assorbimento maggiore rispettoraidrosolubili, dimostrando che la
forma chimica dei composti di cobalto influenzasilo assorbimento (Firriolo et al.,
1999). La simultanea somministrazione di cobaltereo diminuisce la quota di cobalto
assorbita (Reuber et al., 1994). L'assorbimentoli ragmali giovani (ratto e cavia

esaminati dal 1° al 60° giorno di vita) € dallellgd 45 volte superiore rispetto agli adulti
(200 giorni di eta) (Naylor e Harrison, 1995).

4.1.3.Via percutanea

Il cobalto contenuto nelle polveri di metalli pu@sere assorbito a livello cutaneo.
L’assorbimento di cobalto attraverso la pelle itatad risultato inferiore al 1%, mentre

I'assorbimento attraverso la pelle abrasa € peairica 80% dopo 3 ore dall’esposizione

4.1.4.Altre vie di esposizione

Dopo somministrazione intravenosa di cobalto clomella specie umana, circa il 30%
della dose viene eliminata tramite le urine ergr@4 ore, il 56-73% entro 48 h, e il 57%
e escreto in 2 settimane (Paley et al., 1958; Setidl., 1972). Dopo somministrazione
intraperitoneale si nota un andamento simile alguadpena descritto: I'eliminazione

tramite le urine &€ sempre quella principale (HallmMcCullough, 1971).
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4.2. Legame siero-proteico
4.2.1.Albumina

L’albumina sierica umana (HSA) € composta da ungata catena di 585 residui, ha
un’emivita di circa 20 giorni ed é la piu abbondatra le proteine sieriche (Carter e Ho,
1994; Peters, 1995). E’ responsabile del trasptiripidi, metaboliti, farmaci, ormoni e
xenobiotici, inoltre trasporta gli ioni metallicC&?, ZnZ, CoZ, CuZe Ni?). Il sito di
legame ad elevata affinita per CuRliz" e Co? ¢ localizzato nella regione N-terminale
costituita dalla sequenza aminoacidica Asp AlalHs, (Bar Or et al., 2001) e questo
prevede la coordinazione del metallo ai primi tn@reoacidi (Wojciech et al., 1998). In
soggetti portatori di protesi la determinaziond’ds$ociazione di Co e proteine, rivela

un forte legame tra Co e albumina (Nuevo Ordoneit. €2009).

4.2.2.Albumina modificata

L’alboumina con il frammento N-terminale modificateiene definita Albumina
Modificata; poiché uno degli eventi principali chgovoca questa alterazione e
rappresentato da eventi ischemici, viene comunemeéetinita Aloumina Modificata
dall'lschemia (Ischemia Modified Albumin, IMA). Idanneggiamento del sito di
legame € determinato dalla liberazione di raditi@ieri e di altre specie reattive,
prodotte durante la riperfusione tissutale poshastica, che determinano alterazioni
della struttura, del metabolismo e delle funzioella proteine. Il sito di legame ai
metalli di transizione nella regione N-terminaléla@enolecola subisce un’alterazione di
natura ossidativa che favorisce la liberazionesaglgue di una considerevole quantita
di cobalto ed altri metalli (Bar Or et al., 200002, 2008).

La ischemia-modified albumin (IMA) € un biomarkerolo sensibile di ischemia
miocardica che viene utilizzato in Medicina Umamantite il test ACB (“albumin
cobalt binding” test) (metodo validato ed autonmadtp Bar-Or 2000; Albumina Cobalt
binding test Roche Cobas Mira® Plus e Cobas Fag®yovato da FDA (Food and
Drug Administration); detto test si basa sulla lmét di diagnosticare ischemia
miocardica prima della comparsa della necrosi et attraverso la misurazione del
cobalto non legato. Ciononostante, non sembra thate valori di IMA dipendano
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solamente da danni a livello del miocardio, ma amté& condizioni di riperfusione post
ischemica di qualunque altro organo che non siaudre (Borderie et al., 2004).
Aumenti significativi di IMA sono stati osservati imolte patologie nelle quali sono
presenti eventi ischemici correlati ad un aumergibodstress ossidativo: sclerodermia,
ischemie placentari, attivita fisica intensa, nesm, ipossia, diabete, acidosi,
alterazioni energetiche dipendenti della pompa codicio (Lippi, 2005, 2006;
Montagnana, 2006).

Una condizione non-patologica che provoca un aumelel'IMA € la massiccia
presenza di rame, poiché la sua costante di leq&)econ I'albumina & 1.5 x
I/mol contro 6.5 x 18 del cobalto (Nandedkar, 1974; Masuoka, 1993; Berein,
1997).

Durante I'ischemia un meccanismo sussidiario chieaéan gioco e quello del genredel
fattore inducibile dall'ipossia (HIF), stabilizzatoon forza dal cobalto durante la
generazione di specie reattive dell'ossigeno tamit meccanismo non enzimatico e
non mitocondriale (Lippi et al., 2005). HIF-1 epitincipale regolatore dell’omeostasi
dell'ossigeno (Cai et al., 2003); questo fattoragtumula nel nucleo, determinando la
trascrizione di geni essenziali per 'adattamendtutare a basse concentrazioni di
ossigeno, aumentando la resistenza nei confrontiddeni ischemici. Questi geni
includono il fattore di crescita dell'endotelio catare (VEGF), I'eritropoietina e il
trasportatore 1 del glucosio, che viene attivatme&asistema per compensare la beta
ossidazione degli acidi grassi nel cuore compromédslkmann, 2004; Dery et al.,
2005).

Anche il cobalto puo indurre uno stato di ipossab#izzando la subunita di HIF-1 e
aumentando di conseguenza l'espressione di genblateg dell'ipossia come
eritropoietina, fattori di crescita endoteliali (&E) e altri processi che consentono la
sopravvivenza della cellula soprattutto a bassaegmza di ossigeno (Semenza et al.,
1994). Il cobalto solubile aumenta gli indici diests ossidativo, includendo tra questi la
diminuzione del glutatione ridotto, incrementanddivielli di glutatione ossidato,
attivando la via degli esosi monofosfato, nonchéuaendo danni al DNA tramite
radicali (Lewis et al., 1991; Kasprzak et al., 1984ang et al., 1998; Hoet et al., 2002)

perossido (Ilvancsits et al., 2002).
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4.3. Distribuzione

Benché le particelle di cobalto metallico sianctipeanente insolubili in acqua, la loro
solubilizzazione € aumentata nei fluidi biologiijesto perché gli ioni Co(ll) si legano
in larghissima parte alle proteine (0.003 mg/latugione salina fisiologica, 152.5 mg/I
in plasma umano a 37°C) (Lison et al., 1995).

Come componente della vitamina B12, il cobalto®ia nella maggior parte dei tessuti
dell’'organismo. E’ stato riscontrato in muscolojrpone, linfonodi, cuore, pelle, ossa,
capelli, cervello, succo pancreatico, reni, plasenaescica urinaria di soggetti non
esposti, i livelli piu elevati si riscontrano n&lgato (Forbes et al., 1954; Yamagata et
al.,, 1962; Yukawa et al., 1980; Teraoka, 1981; €uali et al., 1986; Ishihara et al.,
1987; Muramatsu e Parr, 1988). Il contenuto totileobalto nellorganismo umano é
stimato essere circa tra 1.1-1.5 mg (ICRP 1979; atmata et al.,1962), di cui circa 0.11
mg nel fegato (ICRP 1979).

4.3.1.Dopo inalazione

Sia nell'uomo che negli animali la quota maggioreabalto si riscontra nei polmone
(Patrick et al., 1989; Talbot e Morgan, 1989), mgarticolare nei macrofagi, all'interno
della parete bronchiale o nellinterstizio, viciab bronchiolo terminale (Brune et al.,
1980).

4.3.2.Dopo ingestione

Non sono presenti studi nelluomo che indichinodiatribuzione del cobalto dopo

ingestione; negli animali viene riscontrato priradipente nel fegato (Simesen, 1939;
Greenberg et al., 1943; Ayala-Fierro et al., 19999, anche in rene, cuore, e intestino
(Firriolo et al.,, 1999). Dopo esposizione orale dafto in gravidanza, sono stati

osservati incrementi dei livelli di Co sia nel saagfetale, sia nel liquido amniotico

(Szakmary et al., 2001).
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4.3.3.Altre vie di esposizione

Dopo somministrazioni intravenose di cobalto clor(in forma di cobalto radioattivo
>>CoCh e *®CoCb) nell'uomo, i livelli pit elevati di cobalto sonstati riscontrati in
fegato e vescica (Jansen et al., 1996), mentreattel fegato (22,8%), rene (10,2%) ed
intestino (3,16%) (Gregus e Klassen, 1986). Senmaderatto, risultati simili (29%
fegato, 10% reni, 4.6% intestino) sono stati ossexopo un’iniezione intracardiaca di
cobalto nitrato (Patrick et al., 1989). Un centindi giorni dopo una somministrazione
endovena e intraperitoneale #iCoChL nel ratto, le sedi maggiormente interessate
dall’elemento erano milza>cuore>0sso, mentre fegateni, che presentavano i livelli
piu elevati subito dopo la somministrazione, rigudtno caratterizzati da livelli piu bassi
(Thomas et al., 1976). Risultati simili sono stacontrati 132 giorni dopo un’iniezione

intraperitoneale di®CoCl in ratti (Barnaby et al., 1968).

4 .4. Eliminazione
4.4.1.Dopo inalazione

Dopo I'esposizione a composti insolubili di cobaltmbalto ossido, cobalto metallico),
la clearance nelluomo sembra seguire una cinetitr@ fasi. La prima principalmente
ad opera dell’apparato mucociliare della regiorechieobronchiale (Apostoli et al.,
1994); la seconda dell'azione macrofagica nei paoin{Beleznay e Osvay 1994); la
terza e quella polmonare a lungo termine che cotaparemivita di anni (Bailey et
al.,1989; Beleznay e Osvay 1994). La dimensioneledglarticelle influenza
I'eliminazione, perché le particelle di dimensiomaggiori vengono trasportate
all'apparato gastroenterico (Bailey et al., 1989stér et al., 1989). Dopo
un’esposizione controllata ad ossalato di Co, Hoilél sedimento polmonare iniziale
viene eliminato tramite le feci, il 40% viene tettito per un periodo di circa 6 mesi
dall’esposizione, trascorsi i quali circa il 33%nre eliminato con le urine ed il 28% con
le feci (Foster et al., 1989).

Nei fumatori non esposti a cobalto per motivi dideo, i livelli urinari risultano ad ogni
modo piu elevati (0.6g/l) rispetto ai non fumatori (048y/1). Non sono state invece
riscontrate differenze nei valori ematici (Alexarskon, 1988).
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4.4.2.Dopo ingestione

Dopo ingestione, nelluomo la via fecale rappreadatprincipale via di eliminazione,
varia considerevolmente (dal 3 al 99%) in base @liata e al tipo di cobalto assunto,
nonché allo stato nutrizionale del soggetto (Valber al., 1969; Sorbie et al., 1971;
Smith et al., 1972). Inoltre, stati di carenza dird, comporterebbero una ridotta
eliminazione fecale di Co, che sarebbe quindi ds&oim maggiore quantita (Sorbie et
al., 1971; Valberg et al., 1969).

Anche negli animali I'eliminazione avviene principeente tramite le feci, con
variazioni a seconda della solubilita dei compatiticobalto (allaumentare della
solubilita decresce la clearance fecale). In dvesgecie la somministrazione orale di
Co;0, (tracciante®’Co), comporta I'assorbimento di una piccola quatentre la
maggior parte (96%) viene velocemente eliminata denfeci. Per il CoCl2,
I'eliminazione fecale varia tra 70 e 83% della dosemministrata, mentre
I'eliminazione urinaria copre la parte restante r(Bdy et al.,, 1968; Hollins e
McCullough, 1971; Ayala-Fierro et al., 1999). Anatad ratto, ugualmente a quello che
succede nelluomo, i livelli di Fe risultano detemanti nel maggior o minor
assorbimento di Co, quindi nella prevalente , o anescrezione fecale (Reuber et al.,
1994; Schade et al., 1970).
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5. SCAMBI PROTESI-ORGANISMO

Il rilascio di cobalto metallico nella circolazionrgstemica & ben documentato in
soggetti con protesi totale d’anca (Sunderman.e1889; Gribl et al., 2007; Vendittoli
et al., 2007).

Il rilascio delle particelle dalla protesi si puerificare per disfacimento, corrosione da
contatto, corrosione da abrasione ed usura.

La corrosione avviene quando atomi metallici sizmano e vanno in soluzione, oppure
si combinano con l'ossigeno o altri elementi inugabne, formando composti che si
distaccano dal pezzo metallico o che si dissolvdoesti detriti metallici possono
essere presenti in forma colloidale o ionica (dpEonente o non specificamente legati
a proteine), sotto forma di sali o ossidi inorggna@ppure immagazzinati in depositi
biologici, come ad esempio I'emosiderina.

In molti studi & stata misurata la concentrazioneabalto dopo posizionamento di
protesi d'anca (Tab. 4), paragonando i valori akevcon quelli di un gruppo di
controllo.

In alcuni di questi studi la concentrazione di dtbaei soggetti con protesi era
statisticamente piu alta, ma una differenza sogbne stata riscontrata solo in 4 dei
casi riportati (Megaterio et al., 2001; Steend.e2806; Oldenburg et al., 2009; Rizzetti
et al., 2009).

Tutti i soggetti sopra riportati avevano subito uegisione chirurgica, e la testa del
femore che prima era in ceramica, dopo la rottustaéa sostituita con componenti
metal-on-polyethyleneMolti Autori hanno potuto constatare metallosripetesiche
imponenti dopo queste revisioni, portandoli a codete che una sostituzione di
componenti in ceramica con componenti in metal& cntroindicata (Lhotka et al.,
2003; Matzolis et al., 2003); infatti, piccole peelle di ceramica possono restane
situ, e agire sulla nuova protesi metallica come unkr@allinaro e Piolatto, 2009).
Inoltre le protesimetal-on-metaldeterminano un rilascio di metallo 4.5-8.5 volia p
alto rispetto ad altre protesi (Black, 1996; Jacettal., 1996).

Uno studio “follow up” ha dimostrato che nei prirBianni dopo l'impianto di una

protesi le concentrazioni ioniche aumentano rapatam(lsaac et al., 2009).
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Tabella 4: Concentrazione di cobaltq.g/l) in siero e/o sangue di pazienti con impiarbtgsici. D:
giorni; M: mesi; W: settimane; Y: anni; SD: deviage standard; No sign: non rilevante;
Control group: soggetti non esposti a cobalto. MIMIR: riposizione totale di protesi
d’anca.

Dopo questo periodo si verifica una condizione gliikbrio, in cui la concentrazioni
ionica e costante fino a che la protesi non in&ziperdere la sua integrita e quindi i
valori degli ioni si innalzano nuovamente (Maezawal., 2002, Lhotka et al., 2003).

| detriti da wusura si accumulano nei tessuti petgsici causando reazioni
inflammatorie croniche, alterazioni della rispostemunitaria, tumori e linfoadenopatia
regionale (Basle et al., 1996).

Le differenze nella grandezza dei detriti giocana twolo importante nella
localizzazione della stessa reazione. La maggiote pdelle particelle e abbastanza
piccola (1-4um) da poter essere inglobata dai singoli istiogtiindi senza stimolare
una reazione granulomatosa da corpo estraneo (adchiet al., 2000). L’elevato
accumulo di detriti puo portare a fibrosi, granuédosi, riassorbimento 0sseo, necrosi
ossea e per ultimo ad un distacco asettico deti@gic

L'ipersensibilitd ai metalli si riscontra nel 10%5della popolazione, ma nei soggetti
con protesi d’anca I'incidenza raddoppia (Hallalalet2000).
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6. PRESENTAZIONE DEL CASO

Nel settembre 2007, una donna di 58 anni venneveraba presso la Clinica di
Neurologia dell’Universita di Brescia, per la vamione diipovisuse ipoacusia; la
paziente lamentava i sintomi dal luglio dello steasno; in anamnesi erano presenti:
diabete mellito e ipertensione arteriosa con rgi@tia. La paziente era stata sottoposta
nel 2001 ad un intervento di posizionamento diogriwtesi di anca sinistra, revisionata
poi nell'Ottobre 2006 a causa della rottura dekstd protesica di ceramica; tre
settimane prima dellammissione si era verificata aondizione di lieve ipotiroidismo,

curata con L-tiroxina.

Al momento del ricovero nel 2007, si erano rile\a#ficit bilaterale dei nervi cranici Il
e VIII e lievi disturbi sensitivo-motori agli artiAlle indagini laboratoristiche, per
l'identificazione di eventuali patologie infettiveneoplastiche, metaboliche e
immunologiche, non erano stati riscontrati risultdevanti; si era quindi posta in
diagnosi differenziale una multineuropatia assopal#erica.

Dopo 3 mesi, la paziente viene nuovamente ricoaeparché completamente cieca,
gravemente ipoacusica e confinata su sedia a eoteltausa di ipostenia degli arti
inferiori. Di nuovo fu sottoposta a esami di lakiora, da cui emersero valori 100 volte
superiori a quelli di riferimento (Co ematico 5d§/l —plasmatico 26Qg/l - Cr ematico
54 ug/l- plasmatici 21Qug/l) di cobalto e cromo in plasma, urine e liquor.

Analizzando i dati sulla metallemia, e prendendeansiderazione la storia ortopedica
della paziente, venne ipotizzata un’intossicazidaecobalto-cromo causata dai detriti
derivati dalla corrosione della protesi. Furononglilieseguiti diversi trattamenti chelanti
con EDTA, che tuttavia non portarono a migliorametinici benché le concentrazioni
dei due elementi fossero molto diminuite (Graf.3).e

Nell’Aprile 2008 € stata rimossa la protesi e ditedhintervento € stata evidenziata una

severa metallosi periprotesica (Fig. 1), dato con&o anche dall’esame istologico.
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Metallosi periprotesica

Figura 1: Reperto intraoperatorio di severa metallosi perigsica rinvenuto durante la seconda

revisione chirurgica, eseguita per rimuovere la {@.
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t0 = rottura della testa in ceramica settembre 2006

t1 = prima revisione chirurgica ottobre 2006 e sosidne

1 =diagnosi di neuropatia da intossicazione da rineiaembre 2007
t2 = seconda revisione e rimozione completa dell'anp aprile 2008
t3 = ultimo controllo giugno 2008
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Grafico 1: Concentrazioni di cobalto in sangue intero, plaseniauor della paziente.
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Grafico 2: IMA della paziente(A) e dei controlli (E—media

Nel periodo successivalla rimozione,i valori del cobalto sono rimasti elevati

lungo tempo, ma la paziente ha mostrato un progessiglioramento delle su

condizioni cliniche.

Nella paziate la misurazione dellIMA (Gr: 2) ha riportato un valore medio di 1,
ABSU (Absorbanc&Jnits) (1,0:-2,52); la letteratura stabilisce che valori sriori a 0,4

sono da attribuirsi adn’alterazione dell’albumina (Turedi et al., 200§uindi si puc

affermare che la paziente presentava valori di IBlidvati, che indicano una fraziodi

Co lggata alle proteine plasmatiche inferiore a quelksente nel sangue inte
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Grafico 3: Concentrazione urinaria di cobalto nella pazie
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A differenza dei casi di intossicazione esogen&alalto, il caso esaminato riportava
soprattutto un coinvolgimento del sistema nervaesgarticolare dei nervi periferici,
ottici ed acustici e risultava dunque ideale comeodetio per riprodurre

sperimentalmente i sintomi tipici di intossicazioda Co e chiarirne il meccanismo
patogenetico.
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PARTE SPERIMENTALE
SCOPO DEL LAVORO

Scopo di questa ricerca e stato quello di ripraauel coniglio gli effetti neurologici
causati da un’intossicazione cronica da cobaltdi difetti sono gia stati osservati
nell’'uomo, in soggetti con impianto di artroproté&nca in lega Co-Cr-Mo, in seguito
all'azione di detriti derivanti dalla corrosionelldestessa artroprotesi. Lo studio si €
reso necessario in quanto, nonostante fosse ndenga come I'esposizione al cobalto
possa determinare effetti biologici avversi, laevdnza clinica € risultata piuttosto
controversa, dato che il ruolo del cobalto o dédighe cromo-cobalto, su tessuti ed
organi umani, non € ancora stata completamentetehia

La scelta del coniglio come modello animale pesparimentazione trova le sue basi
nelle osservazioni di Berry e Easty (1993), chedasiderano come specie d’elezione
per studi di tossicita oculare. Su questa sceltaffizito anche la necessita di effettuare
prelievi ematici frequenti, manualitd che si preéaepil complessa in altre specie
animali da sperimentazione, quali topo e rattopsiale loro dimensioni che per il loro
esiguo volume ematico. L'utilizzo della via endogsa come via di somministrazione
ha permesso di avere una completa biodisponibiétanetallo, riproducendo cosi il piu
possibile la metallemia osservata nei pazientiartnoprotesi.

La sperimentazione e stata effettuata in collabor&zcon I'Universita degli Studi di
Brescia-Laboratorio di Tossicologia e Igiene e Braione Occupazionale e con |l

Servizio di Medicina Interna del Dipartimento di€gwze Mediche Veterinarie.
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7. MATERIALI E METODI
7.1. Fase “in vivo”

La sperimentazione “in vivo” e stata condotta swiglo New Zealand White di
entrambi i sessi di circa 4 kg di peso corporeorfMiaS.P.A., Budrio di Longiano-FC),
che sono stati trattati con elevate dosi di cobaltbsomo per un tempo utile a mimare
un rilascio cronico da una sorgente interna, quageprotesi usurata.

Gli esperimenti sono stati condotti secondo unquuito sperimentale approvato dal
Comitato Etico dellAlma Mater Studiorumt Universita di Bologna e dal Ministero
della Salute, in accordo con la normativa sullarispentazione animale (Decreto
legislativo 116/92 che recepisce la Direttiva E®/86). | conigli sono stati alimentati
con fieno polifito e mangime pellet “Nutri Rabbduwti” i cui ingredienti erano: miscela
di foraggi selezionati ed essiccati, prodotti eégmiodotti di cereali in grani, prodotti e
sottoprodotti di semi oleosi (da semi di soia gea@iente modificati), cereali in grani,
prodotti e sottoprodotti della fabbricazione dellacchero, minerali, DL-metionina, L-
lisina. L'integrazione per kg di mangime era: Vit ¥it D3, Vit E, Vit B1, Vit B2, Vit
B6, Vit B12, Vit PP, acido D-pantotenico, acidoiéol, DL-metionina, ferro 40 mg,
iodio 0,45 mg, selenio 0,24 mg, manganese 72 myge rd4,50 mg, zinco 72 mg,
cobalto 0,88 mg, lisina 600 mg.

L’acqua e stata fornitad libitum. Il mangime e stato testato dal fornitore per asai®
che non vi fossero contaminazioni chimiche e miwiod, la purezza dell’acqua e stata
assicurata dalle autorita municipali locali.

Gli animali sono stati posti in gabbie individuabn la possibilita di mutuo contatto
visivo, con un fotoperiodo di 12/12 ore di luce-@ temperatura costante impostata a
24+2°C.

Per riprodurre fedelmente il rapporto volume enwdi® osservato nella paziente,
descritta da Rizzetti et al. (2009), la forma cluanmigliore di cobalto da somministrare
agli animali sarebbe stata il Co ossido (CoO), dacge reattiva che si forma sulle
superfici delle protesi e che passa in circolo egwsto a deterioramento. Il CoO e
tuttavia insolubile in acqua, e solubile solo inbé@mte fortemente acido. Ne risultava

quindi impossibile la somministrazione parenteral&ghe quella endovenosa. La scelta
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e dunque ricaduta su cobalto cloruro (GYEBigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,

USA), la cui soluzione iniettabile e stata preparablubilizzando la polvere in

soluzione fisiologica.

| sali di cobalto(ll) cloruro e cromo(lll) clorurgsigma Aldrich, Milano) corrispondenti

alle quantita prescelte per il trattamento deglimati, sono stati disciolti in 1 mL di

soluzione fisiologica e sono stati somministratotigianamente, singolarmente ed in
associazione, mediante infusione intravenosa lergida vena marginale dell’orecchio
(Fig. 2).

Le dosi sono state calcolate in base al peso ceopdell’animale, riproducendo il

livello ematico dei due metalli riscontrato nellazpente descritta da Rizzetti et al.
(2009) (vedi i paragrafi 7.1.1.-7.1.3 delle proyzersmentali). Nella definizione dei

dosaggi si € comunqgue tenuto conto della DL100cdbhklto cloruro nel coniglio, che
per via endovenosa e pari a 20 mg/kg (Venugopalakey, 1978). La concentrazione

effettiva di entrambi gli ioni metallici nelle sdioni iniettate, € stata controllata

mediante spettroscopia di massa (ICP-MS).

Figura 2: Somministrazione intravenosa di Cobalto e/o Cronmoruco nella vena marginale
dell'orecchio. Particolare dell’anatomia topograficdi arteria centrale e vena marginale
dell’orecchio.

Lo stato generale di salute degli animali € stadseovato giornalmente in base a:
insorgenza di eventuali stereotipie, vitalita degglimali, consumo di cibo ed acqua e
consistenza e volume deglscreta Anche la tollerabilita locale al prodotto nel pain

d’inoculo é stata valutata considerando I'eventiuadergenza di dolorabilita, comparsa

di indurimenti o essudati.
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Allammissione degli animali alle prove ed il giarrprecedente al sacrificio, tutti gli
animali sono stati sottoposti a visita neurologicandotta in collaborazione con la
Sezione di Medicina Interna dellex Dipartimentoin@io, per verificare deficit
neurologici precedenti alla sperimentazione o indatla stessa.

La visita neurologica comprendeva test per veméca

Osservazioni generali

-Stato mentale: permettere al coniglio di muoveedfambiente liberamente dove verra
esaminato, prendendo nota dei suoi atteggiamenti.

-Postura: osservare il coniglio mentre cammina.

-Andatura: un pavimento non scivoloso € [lidealer peermettere un’adeguata
valutazione dell’andatura.

-Reazioni posturali: ogni arto del soggetto vieiratg, con il dorso verso il pavimento,
mentre viene sorretto dal torace: si valuta ilrnto alla posizione fisiologica. Pochi
animali risultano recettivi a questa prova, se mooondizioni di perfetto relax, percio
occorre valutare attentamente i risultati.

-Passo della carriola: il coniglio e tenuto daldathe, e cammina solo utilizzando gli
arti posteriori. La stessa prova viene effettuatzha chiudendo gli occhi al coniglio.
-Saltellamento: la posizione € la stessa dellagpprecedente, ma con un arto anteriore
alzato, permettendo all’animale di appoggiarsi sabcontrolaterale. --Movimento in
laterale: si costringe I'animale a muoversi in fate, prima sugli arti anteriori, poi su
entrambi gli arti posteriori.

Riflessi spinali:

-Riflesso patellare: con lI'animale su un fianco ngesostenuto l'arto piu in alto,
stimolando con un matrtelletto il riflesso patellare

-Riflesso tricipite: nella stessa posizione su @ando viene stimolato il tendine di
inserzione del tricipite.

-Riflesso flessorio: stimolando i nocicettori adil interfalangeo, I'animale ritira
I'arto.

Nervi cranici:

-Nervo ottico: risposta alla minaccia. Contrariateea quanto ci si aspetterebbe, molti

conigli per la loro natura, non rispondono a questea.
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-Nervi llI-VI: osservando gli occhi con la testarfe, si muove successivamente la testa
dell’'animale da lato a lato, e poi dall’'alto in basper valutare il nistagmo fisiologico.
-Nervo V: inserendo una siringa di piccole dimensidietro agli incisivi si valuta il

tono della mandibola (Vernau et,&007).

7.1.1.Prima prova preliminare

Questa prova e stata condotta con il solo Cobsiltaue conigli e per un tempo breve,
ritenendola del tutto preliminare. Si € resa conmgngecessaria poiché in letteratura
non ci sono prove sperimentali analoghe.

Lo scopo e stato quello di verificare che la dosesterata (1354 pg/animale) e
somministrata agli animali fosse relativamenteetalbile, e, nello stesso tempo, utile a
determinare I'insorgenza dei sintomi neurologici.

Pertanto, la dose e stata somministrata quotidiangerper quattro giorni e sono stati
esequiti 2 prelievi di sangue ai giorni 1 e 4.

Al termine della prova, durata 7 giorni, agli anlimsattati € stata indotta anestesia
profonda (Pentothal Sodium 15% 12-24 mg/kg p.v.) edtanasia mediante
somministrazione intracardiaca di una dose letaledax® (0,5-3 ml/animale).

Per eseguire i prelievi di sangue, gli animali s@tati contenuti mediante blanda
sedazione con acetilpromazina maleato somministiaéa via intramuscolare
(Prequilan® 0.05-0.1 ml/kg, equivalente a 0.5-1 afigacetilpromazina per kg p.v.);
I'acetilpromazina si e dimostrata utile anche cdntendo vasodilatatore. Dall’arteria
centrale dell’orecchio sono stati prelevati 4 mLsdingue, stoccati in due provette
(Sarstedt Monovette®) con granuli di anticoagulatieeparina), 2 mL per la ricerca
dei metalli nel sangue intero e 2 mL per ottenemasma mediante centrifugazione a
3000 RPM per 10 minuti.

Trascorso il periodo sperimentale considerato,agimali sono stati sacrificati e da
ciascun animale sono stati prelevati encefalo, pabn cuore, nervi ottici, fegato,
tessuto adiposo, pancreas, muscolo, rene e, ddeairdue occhi, i fluidi oculari. Sugli
organi prelevati, analogamente al sangue ed amnalas stata valutata la concentrazione

di cobalto. Porzioni degli stessi organi, cosi cameé nervo sciatico e I'altro occhio,
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sono stati fissati in formalina per I'analisi isigica. Infine aliquote di muscolo, nervi

sciatico ed ottico sono stati congelati a — 80Wegtinati alla microscopia elettronica.

7.1.2.Seconda prova preliminare

Tre conigli sono stati sottoposti alla somminisivae endovenosa di cobalto cloruro,
alla medesima dose e per lo stesso tempo (quatbmi)g della prima prova
sperimentale (1354 pg/animale). Sono stati effattbigorelievi di sangue, i primi 4
contemporaneamente ai quattro giorni di sommiragiree e l'ultimo 3 giorni dopo
l'ultima somministrazione. Gli animali sono stagnuti sotto osservazione per 1 mese
per verificare se il cobalto, depositato nei tasqdtesse venire rilasciato nel tempo,
determinando I'esacerbazione di effetti neurolotacdlivi. Data I'assenza di qualunque

sintomo, non si é ritenuto necessario il sacrifoéd due conigli.

7.1.3.Terza prova sperimentale

Ventuno conigli sono stati casualmente assegriatirappi sperimentali (Tab. 5).

Il gruppo A é stato trattato con cloruro di cobgier 18 giorni consecutivi; al gruppo B
e stata somministrata la miscela cobalto cloruoboeno cloruro sempre per 18 giorni;
infine, al gruppo C e stato somministrato solo avoctoruro per lo stesso periodo di
tempo. Il gruppo D ha ricevuto dosi crescenti dvalto cloruro, con una dose iniziale
mantenuta per 42 giorni, quindi raddoppiata e nrartgeper altri 53 giorni. Il gruppo E,

non esposto ad alcun trattamento, € stato utitizzatne gruppo di controllo.
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Animali CoCl, CrCl; Durata

A 4 1354 - 18
4 1354 820 18
C 4 - 820 18
1354 - 42
D 7
2708 - 53
E 2 controllo

Tabella 5: Dosi di Co e Cr (ug) somministrati e durata defttaanento.

Campioni di sangue sono stati raccolti regolarmentgorni alterni per le prime due
settimane, poi settimanalmente sino alla fine dalteva sperimentale.

Aliquote di sangue sono state utilizzate per pragail plasma; entrambe le matrici
sono state conservate a -20°C fino al momento dabdisi.

Dopo il sacrificio degli animali, avvenuto con léesse modalita delle due prove
preliminari, sono stati prelevati campioni di tess(encefalo, cuore, fegato, polmone,
pancreas, muscolo, e rene) destinati alle anatisigo quantificazione dei due metalli,
cosi come umor acqueo ed umor vitreo sono statblacon ago 27G da un occhio di
ciascun animale e conservati a -20°C. Porzioniidgglsi campioni, I'altro occhio,
aliquote di nervo ottico e sciatico e bolla timgansono stati fissati in formalina per
I'analisi istologica. Altre aliquote del nervo a@iti e nervo sciatico sono state destinate
alla microscopia elettronica e conservate a -80°C.

7.2. Analisi di Cobalto e Cromo

Cobalto e cromo sono stati misurati in sangue tplasma, fluidi oculari e in tutti i
tessuti, con l'ausilio della spettrometria di massaoppiata induttivamente al plasma
(ICP-MS) utilizzando lo strumento ELAN DRCII PerkiEimer ICP-MS (ELAN DRC
II, Perkin Elmer, Waltham, USA) equipaggiato coflacdi reazione dinamica (DRC). Il
sangue ed il plasma sono stati diluiti con TritoriQ0 in soluzione acquosa allo 0.05

%. | campioni di tessuto, dopo stoccaggio a -4@&®ho stati essiccati in forno a 70°C
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per un’ora, lasciati raffreddare a temperatura amtei in essiccatoio ed infine pesati. |
campioni sono stati poi digeriti in HNGACS reagent, Sigma) 70% (v/v) per 12 ore a
temperatura ambiente.

Gli standard di calibrazione sono stati preparagdmante diluizioni di soluzioni
standard di entrambi gli elementi, in un intervatiompreso tra 0.;g/l e 1000ug/|
(cobalto in HNQ 2% soluzione standard mono elementare; Carlo ERbagenti,
Milano, Italy; cromo in HCI soluzione standard pessorbimento atomico; Sigma-
Aldrich, Milwaukee, USA).

I limiti di detenzione (LOD), calcolati come trewdazioni standard del rumore di fondo
del segnale ottenuto su dieci campioni “ciechi” sa@tati: Cr: 0.05 pg/l in plasma e
sangue, 0.002 pg/g nei tessuti; Co: 0.05 pg/l fednpa, 0.1 pg/l nel sangue e 0.003
Hg/g nei tessuti.

L’'accuratezza del metodo € stata determinata imac@turale e fegato bovino come
materiali di riferimento standard (NIST 1640 e M31b rispettivamente, National
Institute of Standard and Technology, Gaithersbii@®) e materiali di riferimento
certificati per differenti matrici 1A/B (campionii dangue) e 11A/B (plasma) tutti
provenienti da German Society of Occupational anadviiBnmental Medicine
(Erlangen, Germany).

7.3. Indagine istologica

Gli esami istologici sono stati condotti solo ngdlima e nella terza prova sperimentale
sulle matrici precedentemente elencate. Nella tgmzava, inoltre, I'insorgenza di
sintomi neurologici, ci ha indotti ad indagare ewah effetti dannosi del Co,
prelevando oltre agli organi gia elencati, anchehar e bolla timpanica. Campioni di
tessuto (occhio, cuore, fegato, pancreas, midgioase, polmone, encefalo, muscolo,
rene) sono stati fissati in una soluzione tampodatarmalina 10 %, prima di essere
inclusi in paraffina e poi tagliati al microtomo sezioni dello spessore di 2 um. Le
bolle timpaniche sono state decalcificate in udazone di acido nitrico 10 %; i tessulti
sono stati poi deparaffinizzati mediante xylenéjregati e colorati con EE o sottoposti

ad immunocolorazione.
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Le perossidasi endogene sono state bloccate cosalmmzione allo 0.03 % di 4D, in
metanolo per 20 minuti prima del recupero, micramtiotto, degli antigeni con
incubazione, quando necessario, in 1 mM EDTA pH 8.0

Le sezioni sono state poi incubate per un’ora ceeguenti anticorpi primari diluiti in
Tris 1% BSA (Bovin Serum Albumin, Sigma Aldrichjpgo anti-Neu-N (Millipore,
Billerica, MA, USA), ratto anti-MBP (myelin basicr@tein) (Chemicon International,
CA, USA), topo anti-GFAP (Glial Fibrillary Acidic ietein) (Chemicon), topo anti-NF
(Dako, Glostrup, Denmark). | segnali sono stathtdeati con ChemMATE Envision
Mouse (DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark) o cori@rpi secondari topo pre-
assorbiti biotinilati anti ratto (Vector Laboratesi, Burlingame, CA, USA) sequiti da
streptavidina HRP-coniugata (DAKO). DiaminobenzalirfLeica, Milano) € stata
utilizzata come cromogeno ed ematossilina di Mayene colorante di contrasto. Le
Immagini sono state acquisite con un microscopinus Bx60 con una fotocamera
Olympus DP70 ed elaborate con Egthaging software (Soft Imaging System GmbH).
L’analisi semi-quantitativa della deplezione deildlule gangliari nella retina € stata
eseguita attribuendo i seguenti punteggi: O=nesslepéezione; 1=blanda deplezione;

2= moderata deplezione; 3=forte deplezione.

7.4. Microscopia elettronica

| nervi ottici e sciatici sono stati fissati in ¢dualdeide tamponata con tampone fosfato
al 2.5%, post fissati in tetrossido di osmio (QBQ@ % in tampone fosfato 0.1 M,
disidratati in alcool ed inclusi in resina epossadiSezioni semi sottili (0.5 um) sono
state tagliate con un microtomo LKB SuperNova (ReitJung, Vienna, Austria) e
colorate con blu di toluidina 1%. Le immagini sostate acquisite con l'utilizzo di un
microscopio Leica DMR. Sezioni ultrasottili (60 nedno state tagliate e raccolte su
griglie 300 mesh, sono state colorate con urarukta@o 2% e con piombo di Sato. |

campioni cosi trattati sono stati osservati al o8copio elettronico Hitachi H-300.
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8. RISULTATI

8.1. Osservazioni cliniche

Durante tutte le procedure sperimentali i coniginho presentato un buono stato di
salute generale. Data la natura di preda del donigl tecnica difensiva dell'animale e
quella del “freeze” (stare fermi immobili), soprdtb quando non siano abituati ad
essere maneggiati (Harcourt-Brown, 2002). La mdagione dei conigli & stata dunque
molto delicata, non solo per evitare stress inutih anche per minimizzare il rischio di
danni alla colonna vertebrale, che € la struttiiavplnerabile, in questa specie, in caso
di movimenti bruschi. Per effettuare I'esame neagio, I'ideale € un luogo privo di
distrazioni, senza alcuna somministrazione di tdlzati o sedativi agli animali.

Nelle due prove preliminari (Prova 1 e 2) nessumgm ha mostrato sintomi clinici.
L’assenza di sintomi specifici legati alla sola somstrazione di cobalto ci ha indotto
a pensare che gli effetti neurologici potesserausica dall’azione sinergica di piu
metalli, costituenti della lega delle protesi. Sgéndi proceduto con la terza prova
somministrando anche il Cromo.

Inoltre, poiché i 3 conigli della seconda provalipmgare non hanno presentato sintomi
neurologici, non si & ritenuto utile sacrificarli.

Solo due soggetti della terza prova sperimentalendianostrato evidenza di chiari
sintomi di tossicita. Dopo 13 giorni di esposiziaiecobalto, un animale del gruppo A
ha manifestato atteggiamenti particolari quali,azatne della testa, comunemente
denominato “Head Tilt”, perdita di equilibrio rigahte in un movimento in circolo
(circling) ed il rotolamento (rolling) se posto s fianco.

Figura 3: Rotazione della testa (Head tilt).
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La stimolazione con una sorgente di luce direttang®tto una miosi fisiologica, in
accordo con una probabile integrita delle vie nseyoproprie di vista e riflesso
pupillare. Un secondo animale (gruppo D) ha mastgiitstessi sintomi sopra descritti

dopo soli 4 giorni di esposizione a cobalto.

8.2. Distribuzione degli ioni
8.2.1.Prima prova preliminare

| valori ematici e plasmatici di cobalto nei comi§le B sono riportati in Tabella 6.

Coniglio A Coniglio B
Giorni Sangue Plasma Sangue Plasma
1° 185.60 490.00 257.00 316.00
4° 490.00 872.00 573.00 885.00
Sacrificio 100.50 190.40 122.50 153.60

Tabella 6:Concentrazioni ematiche e plasmatiche di cobaltglf nei conigli A e B della prima prova
preliminare.

| risultati sulla distribuzione di Co in sangue lagma si sono rivelati in accordo con
guanto riportato in letteratura sul forte leganeiproteico che s’instaura tra il Co e le
albumine. Nondimeno i dati, seppure su due solnahj mostra 'elevata variabilita
interindividuale. Stessa cosa si € notata a liviedlsutale, infatti come si puo osservare
in Tabella 7, in tutte le matrici il cobalto e rigdo in concentrazioni diverse nei due
animali trattati. L'umor acqueo ha presentato leggmari concentrazioni in entrambi i
conigli; tuttavia, valutando gli incrementi nei $e§ dei trattati rispetto al controllo, si
puo notare che € a livello encefalico che la cotregione di cobalto mostra il maggiore

aumento (22 volte in A e 8 volte in B, rispettdanco).

44



Coniglio A Coniglio B Bk

Encefalo 0.11 0.04 0.005
Polmone 0.57 0.32 0.066
Cuore 0.13 0.28 0.14
Fegato 0.76 0.56 0.17
T. adiposo 0.008 0.006 n.d.*
Pancreas 0.22 0.33 0.079
Muscolo 0.041 0.06 0.024
Rene 1.01 0.74 0.41
Umor A 2.06 3.00 0.60
Umor V 1.10 0.76 0.20

*non rilevabile

Tabella 7:Concentrazioni tessutali (Lg/g) e negli umor acqaedtreo (ug/l) di cobalto nei conigli A,
B e nel coniglio di controllo (BK).

8.2.2.Seconda prova preliminare

Le concentrazioni di cobalto nel sangue e nel ptatianno confermato la differente
distribuzione dell’elemento (Tab. 8) osservatalangtima prova preliminare. E’ sempre
maggiormente presente nel plasma, confermando #a rsaggiore affinita per i
componenti plasmatici. Il cobalto infatti si legéiadbumina e, in minima parte, anche a
transferrina (Sun et al., 1999; Qian et al., 2@0®rritina (Torti e Torti 1994).

E’ interessante notare come, nonostante gli eleagili di cobalto, nessuno dei
soggetti ha mostrato sintomatologia. Dopo 3 gi@alia sospensione del trattamento
(ultimo prelievo, 7° giorno) i valori ematici somdiminuiti drasticamente in tutti i
conigli. Questi dati avvalorano quelli presenti letteratura, che descrivono una
eliminzione urinaria del cobalto nel giro di pogorni (Apostoli et al., 1994).
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Coniglio 1 Coniglio 2 Coniglio 3
Sangue Plasma Sangue Plasma Sangue Plasma
1° 219.3 349 262 456 169.6 265.6
2° 470 700 603.7 * 455.5 703.1
3° 568.4 951.8 591.7 1073.1 553.5 1022.9
4° 915.02 1679.2 747.2 1532.4 670.2 1406.9
7° 51.9 104.5 57 119.2 441 81.9

* valore mancante per prelievo insufficiente.

Tabella 8 Concentrazioni ematiche e plasmatichg/() nei conigli 1, 2 e 3.

Sempre al 7° giorno va sottolineato come, in tgtti animali, le concentrazioni
ematiche siano sovrapponibili, benché molto difiéreei prelievi precedenti; minore

uniformita é stata riscontrata nel plasma.

8.2.3.Terza prova sperimentale

Come mostrato nel Grafico 4, dopo un incrementnafe ed una breve fase stazionaria,
i livelli di cobalto, sia nel sangue intero che nplasma, sono decresciuti
repentinamente, nonostante la somministrazioneiregath. Lo stesso andamento e
stato osservato dopo avere raddoppiato la dospgr).

Per quanto riguarda il Cr, invece, limitatamentgaliodo di somministrazione di 18
giorni, I'andamento ematico si € mostrato in camirascesa da come si puo notare nel
Grafico 5, cio significa una sempre maggiore cotregione sia nel sangue che nel

plasma.
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Grafico 4: Andamento del profilo ematico di Co in sangue inteplasma di coniglio (gruppo D).

Cobalto
Controllo Gruppo A Gruppo B Gruppo D

Encefalo 0.002 0.24+0,23 0.15+0.63 0.57+0.21
Cuore 0.12 0.75%0.46 0.57+0.21 4.00+1.83
Fegato 0.14 1.15+0.61 0.81+0.52 5.16+£1.69
Polmone 0.03 0.91+0.46 0.29+0.12 1.2+0.9
Pancreas 0.08 0.61+0.76 0.14+0.20 1.4+0.8
Muscolo 0.02 0.10+0.05 0.12+0.11 1.5+0,6

Rene 0.53 2.49+1.43 1.66+1.22 9.77+£3.60
Umor A 0.61 1.81+2.42 1.11+0.92 7.01+1.82
Umor V 0.22 2.67+1.18 0.86%0.50 3.64+0.72
Sangue 13.21 420.94+£154.4949.21+87.13 781.14+146.89
Plasma 20.20 441.43+£198.7444.60£87.13 1233.86+306.42

Tabella 9: Concentrazioni finali (+ DS) di Co nei tessuti (g nei fluidi biologici (ug/l).
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Grafico 5: Andamento del profilo ematico di Cr (gruppo C).

18

Cromo
Controllo Gruppo B Gruppo C

Encefalo <0.002 <0.002 <0.002

Cuore <0.002 0.42+0.01 0.43+0.01
Fegato <0.002 14.96+2.40 11.65+1.94
Polmone <0.002 2.06+£1.90 0.25+0.50
Pancreas <0.002 0.10+0.24 0.41+0.20
Muscolo 0.01 0.11+0,04 0.82+0.43

Rene 0.13 3.99+1.14 5.64+1.56
Umor A 0.28 1.25+0.72 2.3+0.6
Umor V 0.25 1.20+0.70 1.1+0.8
Sangue 2.6 77.43+£27.04 187.60+76.23
Plasma 7.1 131.55+16.80 191.58+42.56

Tabella 10: Concentrazioni finali (+ DS) di Co e Cr nei tess(itig/g) e nei fluidi biologici (ug/l).
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Le concentrazioni finali di cobalto nel sangue iate nel plasma erano analoghe nei
gruppi A e B, mentre i livelli di cromo erano pileeati nei conigli trattati con solo
cromo, rispetto a quelli trattati con cromo e ctdélab. 10).

E stato ipotizzato che la co-esposizione ai dumedi metallici abbia influenzato la
distribuzione del cromo e non del cobalto. Infafiesto differente andamento non é
stato osservato nei tessuti, dove invece il cromnmbstrato una grande variabilita. Una
concentrazione relativamente bassa di ioni Co & steevata anche negli animali di
controllo, determinata, probabilmente, dall'intesicsme di cobalto nel mangime.

Al termine del trattamento, il cobalto & stato gnuto in tutti i tessuti campionati; gli
organi con i residui piu elevati, specialmente gelppo D, sono stati rene, fegato e
cuore.

La concentrazione di cromo e risultata inferiore liahite di rivelazione (LOD)
nell’encefalo in tutti gli animali (Tab. 10); al wotvario, il cobalto si € accumulato
nell’encefalo in maniera dose-dipendente. Sia onw che il cobalto sono stati
riscontrati nell’'umor vitreo e nellumor acqueo dsiggetti trattati dopo 18 giorni, sia
cromo che cobalto (gruppi A, B, C) erano equamelgibuiti in entrambi i liquidi,
mentre dopo 95 giorni (gruppo D) c’é stato un maggiaccumulo di cobalto nellumor
acqueo rispetto al vitreo.

I livelli di Co nel sangue intero dei due animatincevidenti sintomi neurologici, alla
fine della sperimentazione sono risultati piu a#fpetto a quelli degli altri animali dello
stesso gruppo (A640 pg/l; B 1025 pg/l), anche nei tessuti il quantitativo di € piu
elevato rispetto agli altri animali (encefalg @4, D; 0.8; fegato A0.4, Ds 27.2; cuore
A,1.07, 3 6.9 pg/g; umore acquex 8.5, D; 8.0, umore vitreo A3.2, D 4.3 pg/l).

8.3. Valutazione istologica

Nonostante I'elevata concentrazione di ioni Cotassuti degli animali trattati, nessuno
dei campioni soggetti a valutazione istologica,d@Ha prima che della terza prova, ha
mostrato alterazioni significative rispetto ai aofit, con I'eccezione di occhi e bolle

timpaniche degli animali della terza prova, comsctiéto nei paragrafi seguenti.
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8.3.1.Apparato visivo

All'analisi istologica, gli occhi dei conigli cheamno ricevuto solo cobalto (gruppi A e
D) hanno manifestato una severa deplezione dellilecegangliari della retina
(punteggio medio 2.4+£0.6), come sottolineato daltiunocolorante NeuN, marcatore
neuronale selettivo. Invece, nessuna alteraziostata rinvenuta nei gruppi che hanno
ricevuto solo cromo (gruppo C) e nei controlli (gpo E).

Straordinariamente, nei due conigli che hanno mpitese distinti sintomi clinici, le
cellule gangliari erano essenzialmente assenti. @)ig Interessante notare che negli
animali trattati con cromo-cobalto (gruppo B) ilmero di cellule mancanti era meno
severo, con la conservazione del 60-70 % di cefjatggliari (Fig. 4C e F).

Dato che lo strato di cellule gangliari diviene psottile durante lo sviluppo
(Reichenbach et al., 1993), I'analisi istologicatata condotta, per tutti i gruppi, nella

stessa striscia visiva dove lo strato di cellulegiari € considerata sicura.

Control Cobalt treated Chromium-Cobalt treated

Figura 4: Istologia della retina dei conigli. Confronto tracontrolli (riquadri A, D), i trattati con Co
(B, E) e quelli con Cr-Co (C, F). Colorazione EE,& C) e NeuN (D, E, F).

La deplezione delle cellule gangliari e stata pipaortante nei conigli con elevati livelli
di cobalto nel sangue e nei fluidi oculari e triatpeer un tempo piu lungo (gruppo D).
Nessuna gliosi reattiva o danni mielinici maggisano stati riscontrati (GFAP and

MBP immunostains). Tuttavia, sezioni semi-sotfilipvenienti dalla porzione distale
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del nervo ottico, di tutti i conigli esposti al @to, hanno mostrato diffuse aree di
danno nervoso, con rigonfiamento assonale ed aggottento mielinico, con
degenerazione degli assoni e distruzione del distro, come rinvenuto nelle analisi
di microscopia elettronica (Fig. 5A e B). Negli assdanneggiati erano inoltre presenti,
caratteristiche di demielinizzazione con forte #@ggicamento delle guaine mieliniche
(Fig. 5G e H). E ancora importante notare che messilterazione & stata rilevata nei
conigli esposti solo al cromo (gruppo C) o nei coltit(gruppo E). L'insieme di questi
dati suggerisce una tossicita selettiva per laiteliangliari mediata solo da cobalto.

Control Cobalt-treated

Figura 5: Porzione distale del nervo ottico. Confronto trantolli e trattati con Co. Si noti
degenerazione con rigonfiamento degli assoni etdgéamento della guaina mielinica.
Microscopia elettronica colorazione con Blu di tolina (A,B) e uranile acetato 2% -
piombo di Sato (C,D,E,F,G,H).

51



8.3.2.Nervi sciatici

| campioni di muscolo e di nervi prelevati e consdéira -80° C nella prima prova
preliminare sono risultati inutilizzabili a causiaatdtefatti da congelamento.

| campioni di nervi sciatici della prima prova,d&i in formalina, non hanno fornito
alcun rilievo.

Anche nella terza prova sperimentale, non e steomtrato alcun cambiamento
ultrastrutturale significativo nei nervi sciati¢nfatti sezioni trasversali semi-sottili e la
microscopia elettronica eseguita su sezioni trggvelltrasottii non hanno mostrato

alcun cambiamento significativo tra i conigli espp@sCo rispetto a quelli di controllo.

8.3.3.Apparato uditivo e vestibolare

La perdita di udito e le vertigini sono due deinpipali sintomi della tossicita del
cobalto nell'uomo, dovuti probabilmente a neurogaiilitiva e vestibolare. Nel nostro
modello sperimentale, nella terza prova, due anitnaitati con Co hanno mostrato
perdita di equilibrio, probabilmente dovuta allasdwita del Co sull'apparato
vestibolare. Test esegquiti per valutare la rispastamoli uditivi esterni non hanno dato
alcuna informazione significativa, poiché gli anlhgano in un continuo stato di difesa
ed allerta che puo falsare i risultati. Il contoobtrumentale dell’'udito non e stato
condotto.

Si e dunque verificato se la somministrazione dattd possa accompagnare anche
alterazioni morfologiche delle strutture vestibalocleari. L'organo del Corti
comprende tipicamente due tipi principali di cedlulunzionalmente importanti, le
cellule capellute interne (IHCs) e le cellule cpel esterne (OHCs), insieme a
differenti tipi di cellule di supporto non sensdie morfologicamente diverse (Fig. 6A,
C).

L’analisi delle bolle timpaniche di tutti i coniglinclusi i controlli, ha mostrato una
evidente forma di otite esterna.

Analisi dettagliate della camera cocleare dei dowige avevano ricevuto solo cobalto
(gruppo D) hanno rivelato segni di degenerazioritodgano di Corti, con perdita di
entrambi i tipi di cellule sensitive capellute, hacse con una maggiore deplezione delle

OHCs, come si pu0 notare dalla comparazione coangtnali di controllo (Fig. 6A-D).
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Nessun’altra alterazione e stata osservata in #firi di cellule della coclea, ad
eccezione dei gangli spirali che hanno mostratattaistiche di degenerazione, con
riduzione del numero di cellule gangliari, aumedtdl’eosinofilia e nuclei picnotici
(Fig. 6E e F).

Control Cobalt treated

Figura 6: Camera cocleare. Si noti deplezione delle cellelesgive capellute interne ed esterne (A-
D). Ganglio spirale. Cellule gangliari mostrano edteristiche di degenerazione: grandezza
inferiore e perdita di cellule gangliari; aumenteltieosinofilia e nuclei picnotici (E,F).
Colorazione EE.

Le analisi istologiche non hanno mostrato alcutia alterazione rispetto alle strutture
vestibolari. Nell'insieme, i dati raccolti dall’appato uditivo, in particolare dal sistema
vestibolo-cocleare, suggeriscono una neuropatiévadnediata da cobalto.
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9. DISCUSSIONE

Tutti gli animali trattati con cobalto hanno mostravidenze istologiche simili a carico
degli apparati uditivo e visivo; I'importanza deldterazioni & stata correlata al livello
di cobalto e al tempo di esposizione ad esso,qstdtche al cromo o all’associazione
tra i due metalli.

La distribuzione ematica e ressutale di Co e deGisultata in accordo con quanto
osservato in altri studi, che a seguito di somniaione intravenosa, descrivono una
distribuzione di cobalto essenzialmente nel reneldegato (Ayala-Fierro et al., 1999;
Greenberg et al., 1943; Gregus and Klaassen, Pagfick et al., 1989). | dati di questo
studio mostrano inoltre, che il cobalto e presamtehe nel cuore (gruppo D).
Relativamente al cromo sono stati osservati livdicrescenti nei seguenti organi:
fegato > rene > polmone > cuore > pancreas. LUalligione di Cr appare in accordo
con quanto riportato in letteratura. Infatti, inoustudio condotto su ratti trattati con
cromato di sodio per iniezione endovenosa si @\ake la maggior parte del cromo si
concentra nel sistema reticoloendoteliale, insiahfegato, seguito poi dal rene (Visek
et al., 1953; Tandon et al., 1979).

Per quanto riguarda i fluidi oculari, pochi sono Alitori che hanno studiato in essi la
composizione e la distribuzione di elementi meta{lCruciani et al., 2004; Aydin et al.,
2005; Erie et al., 2005; Panteli et al., 2009) chenposizione chimica del corpo vitreo e
dell'umor acqueo € strettamente correlata a quidlasangue. Le sostanze possono
passare la barriera “acqueo-sangue” sia per diffiesia seconda del gradiente di
concentrazione tra i due lati della membrana, obeuitrafiltrazione, a seconda del
gradiente di pressione, o ancora per un traspttita a solubilita lipoide. (Duke-Elder

e Gloster, 1969).

La presenza di cobalto e cromo nei fluidi oculagi donigli trattati dimostra che e
avvenuto un passaggio attraverso la barriera aesaiegue, simile per i due elementi,
anche se non e stato possibile determinarne ibgiadistribuzione.

Durante la fase “in vivo” dello studio, i coniglahno sempre presentato un buono stato
di salute ed hanno continuato ad alimentarsi nomeate; dalla valutazione dei
comportamenti e dei sintomi clinici sono risultaterazioni presenti solo in due

animali trattati con cobalto (animali del gruppo & D) durante la terza prova.
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Probabilmente negli altri conigli trattati, il gradlei danni, che pur si sono riscontrati a
livello istologico, non e stato sufficiente a casan cambiamento nella manifestazione
del comportamento.

| sintomi presentati dai due animali, sono solitateandicativi di un coinvolgimento
patologico intracranico, tipico di una sindrome timsare (SV), o di una sindrome
vestibolare paradossa (PVS).

Le alterazioni cliniche manifestate nei due conigé poste in diagnosi differenziale,
potrebbero essere attribuite anche ad altre paéylagatti, la causa piu frequente di
sindrome vestibolare nel coniglio, che include &ndistagmo e “head tilt” di grado
variabile con perdita di equilibrio e rolling, seratessere I'encephalitozoonosi (Kiinzel
et al., 2008), ma anche neoplasie del sistema sergentrale, specialmente linfomi
maligni, come pure infezione dRasteurella multocidgKpodékon, 1983).

L’otite batterica o pasteurellosi, come originel'tield tilt, pud essere esclusa dalla
diagnosi differenziale, dato che non si sono rimNemltri sintomi tipici, come la
presenza di essudato purulento all'interno del leanaitivo e sintomi respiratori.
Infatti, la pasteurellosi nei conigli € associatdiversi processi morbosi, inclusi rinite,
sinusite, congiuntivite, infezione del dotto naaorimale, otite, tracheite, polmonite ed
ascessi (dentali, dermici) (Quesenberry e CarpeB@4), che nella nostra prova non
sSono mai stati riscontrati.

L’insorgenza dei sintomi neurologici nei nostri @ali, € stata graduale ed
ingravescente, a differenza della comparsa impsav\dhe si verifica in corso di
encephalitozoonosi. Dunque questo parassita p@beesscluso come agente eziologico
anche per il fatto che nessun’altro dei segni tigiquesta patologia, come nistagmo o
atassia, sono stati osservati, né tantomeno acaémali o granulomi cerebrali sono
stati reperiti al’esame autoptico ed istologico.

Di conseguenza le alterazioni istologiche rinvemggli animali inducono a ritenere
che i sintomi presentati siano riconducibili ad ut@ssicita riferita ai metalli
somministrati piuttosto che a comuni malattie itiNet

Nel passato Alagna e D’Acquino (1956) a seguitsainministrazioni sottocutanee di
cloruro di cobalto in 16 conigli hanno osservatmb&amenti patologici in cristallino,
retina, coroide e nervo ottico; il quantitativoaiet di cloruro di cobalto che questi

avevano ricevuto era 900 mg in trenta giorni. Imtipalare, era stata riscontrata una
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degenerazione grassa nelle cellule dello straterrested interno della retina, edema
marcato, alterazioni pigmentarie e degenerazidhilad nelle cellule gangliari e nella
coroide. Inoltre le fibre del nervo ottico erangamfie e tortuose con frammentazione
delle loro guaine mieliniche.

Monies e Prost (1994), a livello della retina dnigh trattati per via intraperitoneale
con cobalto cloruro (8 mg/kg/die per 25 giorni),nha riportato atrofia delle fibre
nervose, lesioni al ganglio, danni alle cellule arme e bipolari ed alterazioni nel
nucleo dei fotorecettori.

Nel nostro studio il quantitativo totale di clorudd cobalto somministrato & stato di
11.14 mg nei conigli dei gruppi A e B, 91.60 mg nenigli del gruppo D, quindi le
alterazioni oculari sono state riscontrate a cotmagioni circa 80 volte inferiori rispetto
a quelle di D’Alagna e Monies (1994).

| nostri conigli esposti al cobalto hanno mostrat@ deplezione delle cellule gangliari
della retina, danno al nervo ottico, perdita dramibi i tipi di cellule sensitive capellute
e riduzione delle cellule gangliari nella coclea.

Gli esiti degli esami istologici dei due coniglilldeterza prova con sintomi neurologici
evidenti ha messo in luce un’alterazione dellewbelgangliari della retina e della coclea
molto piu severa rispetto agli altri. Si & quinpotizzato, che le cellule gangliari siano
I'obiettivo cellulare primario del cobalto a livelloculare e che il danno si estenda al
nervo solo piu tardivamente.

La maggior parte dei segni e delle lesioni riscatetipresentano somiglianze con una
specifica patologia umana delle cellule dell'oc¢cH® neuropatia ottica ereditaria di
Leber (LHON). Questa e limitata allo strato di aldl gangliari della retina, con
interessamento del pigmento epiteliale retiniceiefatorecettori. In questa patologia si
nota una degenerazione pronunciata degli assoniele cdrpo cellulare, con
demielinizzazione ed atrofia osservate a partiiendavi ottici, analogamente a quanto
riscontrato nella nostra prova con il cobalto.

Nella atrofia ottica (LHON) viene sottolineata uahlierata capacita di trasporto del
glutammato (Beretta et al., 2004), la presenzdrdss ossidativo (Beretta et al., 2006;
Floriani et al., 2005), 'aumento di specie reatidell’ossigeno mitocondriali (ROS)
all'interno delle cellule gangliari della retina flli et al., 2004) e morte cellulare

apoptotica (Danielson et al., 2002; Zanna et aD52.
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Sadun et al. (1998) ha ipotizzato che un meccanisigpatologico comune, che
coinvolga il deterioramento della funzione mitocoald e, di conseguenza, il trasporto
assonale, possa essere alla base, sia di malatietiche del nervo ottico, come la
sindrome di Leber, che di neuropatie ottiche dacdefcquisiti di natura nutrizionale o
tossica.

Alcuni studi ipotizzano che i mitocondri siano drget principale della tossicita da
cobalto. E’ noto che il cobalto induce uno statgpiixia-like” siain vivo chein vitro,
spesso in condizioni di pressione molecolare dgdigeno normali. Il coinvolgimento
selettivo di alcuni tipi di cellule, in particolaieneuroni, in malattie con disfunzione
mitocondriale sembra essere correlato al loro &ef@bbisogno energetico; infatti i
sistemi nervoso centrale e periferico si basanagbeatemente sulla produzione di
energia mitocondriale (Chen e Chan, 2006).

Si potrebbe quindi ipotizzare che le differentotgmie neuronali siano caratterizzate da
tipi mitocondriali e fabbisogni diversi, mostrandoindi un diverso grado di resistenza
a sostanze tossiche che inducono effetti iposgidisi

Molti studi, inoltre, hanno rilevato una relaziongersa tra le attivita mitocondriali e la
mielinizzazione (Minckler et al., 1976; Andrewsaét 1999; Bristow et al., 2002).

Tutte le milioni di fibre del nervo ottico derivardalle cellule gangliari dello strato
interno della retina. Queste cellule occupano kx&ptra lo strato plessiforme interno e
lo strato che ricopre le fibre nervose retinichegnO cellula gangliare retinica
contribuisce con un assone, che viaggia internaan@etso il vitreo) dentro lo strato di
fibre nervose e poi nell’origine del nervo ottico.

Nelliniziale parte non mielinizzata dell'assoneteriore alla lamina cribrosa ci sono
varicosita ricche di mitocondri, che formano sithzionali con elevata richiesta locale
di energia (Wang et al.,, 2003). Le porzioni non Imiezate delle cellule gangliari
retiniche hanno una piu bassa velocita di condez®nichiedono un’energia molto piu
elevata per recuperare il potenziale elettricpett® alla parte posteriore mielinizzata di
questi stessi assoni, che sono piu efficienti mgbehdio di energia e nella velocita di
conduzione, poiché sfruttano la conduzione sal@{®@vaxman et al., 1978).

Di conseguenza a causa dei tratti non mielinizzatcellule gangliari retiniche sono

elementi bioenergeticamente “deboli” del sistemao®o centrale.
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Nell'orecchio, le fibre nervose sono piu dense Ipecellule capellute interne che per
quelle esterne e le fibre delle cellule capellutgerne sono anche molto piu
mielinizzate, il che e in contrasto con le fibrevuse delle cellule capellute esterne non
mielinizzate (Spoendlin et al., 1971).

Proprio questa analogia tra la mielinizzazione eletiellule capellute esterne
dell'orecchio e quella delle cellule gangliari @elietina potrebbe spiegare la loro
specifica vulnerabilita nei confronti del cobalto.

Inoltre, il relativo consumo di ossigeno dellamatie piu elevato rispetto anche a quello
del cervello, che risulta uno dei tessuti a piw aibnsumo di ossigeno dell’organismo
(Yu e Cringle, 2001). Questo sistema funzionalmelitetomico &€ probabilmente alla
base dell’estrema sensibilita delle cellule gamgliella retina verso disfunzioni della
catena respiratoria, stress ossidativi e, da ultifapoptosi (Carelli et al., 2004; Yu-
Wai-Man et al., 2005).

Ciascuna di queste potrebbe essere di rilevanzdopgata per neuropatie oculari con
coinvolgimento primario o secondario dei mitocondrd stress ossidativo a questo
livello nelle cellule gangliari, causato da unoistio tra la produzione e la rimozione
di specie reattive dell'ossigeno (ROS), potrebleeesimportante nella patogenesi di
molte neuropatie ottiche (Tezel, 2006). Infattidegenerazione delle cellule gangliari
retiniche, l'atrofia del nervo ottico e la consegigececita sono caratteristiche cliniche
molto frequenti nei disordini mitocondriali (Caredt al., 2006).

Battaglia et al. (2009) hanno cercato di stabsieeil cobalto agisse come induttore di
apoptosi mitocondrio-mediata e di chiarire il megsmo di questo processo. Nello
studio & stato osservato che il*té capace di indurre nei mitocondri di fegato diora

il fenomeno della transizione per permeabilita wotedriale (MPT) con l'apertura dei
pori di transizione, rigonfiamento mitocondrialecellasso del potenziale elettrico di
membrana. Inoltre si & anche rilevato ché*@ausa il rilascio di fattori pro-apoptotici,
quali citocromo ¢ e AIF (apoptosis inducing factardn attivazione della caspasi e
incrementato livello di espressione di HIEk-losservazioni queste che portano ad
affermare che il cobalto € un induttore di apoptasiescata dallo stress ossidativo
mitocondriale.

Ci sono evidenze in letteratura che suggeriscomoecod cobalto sia citotossico nei

confronti di molti tipi cellulari, inclusi i neuran(Wang et al., 2000; Olivieri et al.,
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2001; Yang et al., 2004), e come possa indurreero@liulare sia per apoptosi che per
necrosi (Huk et al., 2004), inducendo la frammebotaz del DNA (Zou et al. 2001;
Graham et al., 2004), l'attivazione della casp&@siu( et al., 2002), l'incremento di
produzione di specie reattive dell’ossigeno (RG&)vferi et al., 2001; Chandel et al.,
2000; Zou et al.,, 2001), 'aumentata fosforilaziodella proteinchinasi mitogeno-
attivata (MAP) (Yang, 2004; Zou et al., 2002) edveti livelli di p53 (Chandel et al.,
2000), nonché [lalterazione dellintegrita dei naomdri (Bragadin et al., 2007,
Battaglia et al., 2009; Karovic et al., 2007). Appdunque consolidato che il cobalto, i
cui effetti indotti sono ROS dipendenti (Jomova &fadko, 2011), media la comparsa
di stress ossidativo che contribuisce alla tossizélulare e alla morte.

Infine, una recente pubblicazione ha indicato irorue le cellule gangliari retiniche
come principali obiettivi della tossicita da Co regd da ROS (Matés et al., 2010).

In conclusione sarebbe proprio I'azione del cobako confronti dei mitocondri e la
produzione di specie reattive dell’ossigeno le eapetenziali degli effetti rinvenuti
sulle cellule sensoriali acustiche ed ottiche pgttt che il Cromo o I'associazione dei

due metalli.
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10. CONCLUSIONI

Nonostante la somministrazione protratta nel terdppp un iniziale incremento ed una
breve fase di plateau, i livelli di Co sono rapidanrte decresciuti e lo stesso andamento
si e ripetuto sia nel sangue che nel plasma. Urdeteza simile inoltre é stata osservata
dopo avere raddoppiato la dose, ci0 induce a penshe vi possa essere un
meccanismo di clearance dose-dipendente che vatmoca saturazione.

Nessuna evidente alterazione, clinica o patologiéa, stata associata alla
somministrazione di cromo, mentre i conigli trat@in solo cobalto hanno mostrato
anomalie principalmente al sistema ottico e ve&tHoocleare.

Tutti gli animali esposti al cobalto hanno maniééstle stesse alterazioni istologiche,
mentre la gravita, sia dei sintomi che dei dantrastrutturali, € dipesa dalla dose e dal
tempo di esposizione.

Le alterazioni istopatologiche sono state compérabiquelle di neuropatie ottiche
caratterizzate da stress ossidativo, aumentataipiarte di specie reattive dell’ossigeno
e morte cellulare per apoptosi, si € quindi ipatpzche il possibile obiettivo per la
tossicita del cobalto possano essere i mitocowldrtui le terminazioni nervose delle
cellule gangliari retiniche sono ricche.

Un’analogia tra il ridotto grado di mielinizzaziodelle cellule gangliari retiniche e le
cellule capellute esterne dell’orecchio viene ipmdia in considerazione anche della
relazione inversa, riportata in letteratura, tra &ttivita mitocondriali e la
mielinizzazione.

La comparazione tra i sintomi rinvenuti nel corsondossicazione da Co, causata dal
rilascio cronico di detriti in seguito ad usurapibtesi, e i segni presenti in corso di
neuropatia ottica ereditaria di Leber (LHON), pbbre essere la chiave per chiarire il
meccanismo patogenetico che riconosce il cobaltnecagente tossico; infatti, un
meccanismo fisiopatologico comune, che coinvolgdeterioramento della funzione
mitocondriale e, di conseguenza, il trasporto a@egrpotrebbe essere alla base sia di
malattie genetiche del nervo ottico come la sindrainLeber, che di neuropatie ottiche

da deficit acquisiti di natura tossica.
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Co ha la capacita, da un lato, di aumentare layzmiode di specie reattive dell'ossigeno
(ROS) che incidono sulle capacita funzionali defoewndri, dall’altro di aumentare la
permeabilita mitocondriale inducendo il fenomentiadéransizione (MPT).

Sebbene sia stato identificato il Cobalto comeqgipale elemento di neurotossicita, il
meccanismo molecolare che sta alla base deve amssere confermato. Le dosi
elevate che sono state somministrate agli aninsablte sulla base della principale
finalita di questa ricerca, potrebbero avere “masato” una possibile predisposizione
genetica o suscettibilita individuale, non e stattavia possibile individuare un livello

soglia.
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