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6

Données actuelles sur les
mécanismes de cancérogénicité
de Pamiante

1. Rappel sur les mécanismes généraux de la cancérogenése

On rappellera brievement que la cancérisation (ou transformation néoplasi-
que) d’une cellule résulte d’un certain nombre d’altérations de son génome.
Celles-ci conduisent 2 des anomalies dans le fonctionnement de génes criti-
ques (oncogenes et génes suppresseurs de tumeur) dont la plupart jouent un
role dans le controle de la prolifération cellulaire. Les protéines codées par ces
génes peuvent aussi réguler 'expression d’autres génes modulant la réponse a
des facteurs régulateurs négatifs ou positifs de la prolifération. La transforma-
tion néoplasique est un processus multi-étapes qui touche la cellule. Cepen-
dant, la croissance tumorale résulte non seulement de la multiplication auto-
crine (entretenue par des facteurs produits par la cellule) ou paracrine
(facteurs produits par des cellules voisines) de cellules transformées, mais
également de I’absence de reconnaissance de ces cellules anormales par la
surveillance immunitaire, soit en raison de son inactivation, soit parce que la
cellule maligne échappe aux systémes de reconnaissance.

Les altérations génétiques des cellules néoplasiques ont pour origine des
1ésions de ’ADN. Celles-ci peuvent &tre provoquées par différentes molécules
qui sont capables de changer la structure et la composition de 'ADN (cassu-
res, pontages, adduits, hydroxylation de bases, etc..). Etant donné que la
stabilité de ’ADN est capitale pour le maintien de la « normalité » cellulaire,
il existe des systémes qui contrdlent I'intégrité de ’ADN. Lorsque des anoma-
lies de 'ADN sont détectées, des mécanismes de réparation sont mis en
ceuvre dans la cellule. Toutefois, la réparation peut &tre plus ou moins fidéle et
des lésions peuvent subsister ou sont susceptibles d’étre générées par la répa-
ration elle-méme. Au sein d'un tissu, une cellule vit ; elle se divise (mitose) et
meurt. Le cycle cellulaire comporte plusieurs phases : interphase et période de
division. L'interphase comporte des intervalles successifs dont la phase de
duplication de ’ADN. La transformation néoplasique des cellules nécessite
plusieurs étapes qui se produisent, soit en raison de I'exposition des cellules &
d’autres molécules actives, soit du fait du vieillissement cellulaire. La prolifé-
ration de cellules dont le génome est altéré de maniere irréversible, pour
certains génes spécifiques, provoque une instabilité génétique qui peut
conduire, & plus long terme a 'expression d’un phénotype malin. 83
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Finalement, les paramétres cellulaires importants qui conditionnent la trans-
formation néoplasique sont : les lésions de ’ADN, la réparation, U'instabilité
génétique et la dérégulation des mécanismes de contrdle de la prolifération
(Barrett et al., 1990 ; Aaronson, 1991 ; Solomon et al., 1991 ; Sarasin, 1994 ;
Bohr, 1995) Clest en tenant compte de ce contexte que 'on a étudié les effets
des fibres d’amiante au niveau cellulaire et que de nombreux efforts ont été
développés pour comprendre les mécanismes d’action des fibres.

Si, actuellement, la cancérogenése se congoit comme résultant d’'une suite
d’altérations affectant des genes critiques, comme cela a été résumé ci-dessus,
des travaux expérimentaux plus anciens avaient déja permis d’établir des
modeles de cancérogenese chimique. Il a été démontré que des tumeurs
pouvaient &tre obtenues avec des agents chimiques, non seulement par expo-
sition & une dose unique donnée, ou par expositions répétées a de plus faibles
doses, mais également par 1’application d’'une seule dose non cancérogéne, si
elle était suivie de doses répétées d’un promoteur. Cette derniére molécule
n’est pas, en soi, cancérogéne mais elle permet 1'expression d’un phénotype
transformé, & condition qu’un agent initiateur ait été préalablement appliqué.
Un mécanisme d’action épigénétique fait référence & une action promotrice.
Dans le modele initialement développé en 1947, sur peau de souris, par
Berenblum (Shubik, 1984) et qui a abouti au concept de cancérogénése en
2 étapes « initiation-promotion », l'initiation est considérée comme un évé-
nement mutationel qui provoque une altération irréversible du génome cellu-
laire, transmise aux cellules filles. La promotion n’est pas associée a des
mutations, elle comporte plusieurs étapes et nécessite un certain délai. Dans
le modéle de Berenblum, l'initiateur était un hydrocarbure polyaromatique et
le promoteur un ester de phorbol. La majorité des tumeurs étaient des tumeurs
bénignes (papillomes) dont 50 % régressaient et une faible proportion des
tumeurs restantes (15 %) évoluait en carcinome (Shubik, 1984). La séquence
d’application des agents est importante, car le promoteur n’a aucun effet sur
I'expression tumorale s’il est appliqué avant l'initiateur, alors qu’il est efficace
s'il est appliqué aprés l'initiateur. A la suite de ces travaux, on a cherché a
savoir quelles étaient les modifications cellulaires associées & I’application
d’'un promoteur. Le tétradécanoyl-phorbol-13-acétate (TPA) a été largement
utilisé a cet effet ; il a montré des effets pléiotropes sur les cellules en culture
(Bohrman, 1983 ; Blumberg, 1980). Une stimulation de la synthése de certai-
nes enzymes telles que 'ornithine décarboxylase (ODC) et I'activateur du
plasminogéne a été observée. Une stimulation de la prolifération a été obte-
nue sur la plupart mais non sur tous les types cellulaires, ainsi qu’une inhibi-
tion de la coopération cellulaire (communication entre les cellules). Le TPA
provoque aussi I'apparition d’ion superoxyde 0, dans le milieu de culture de
cellules traitées par cet agent. Lactivation cellulaire passe par la liaison & un
récepteur [protéine kinase C] (Nishizuka, 1984) qui permet la transduction du
signal et I'activation de certaines genes tels que celui codant pour ’ODC.
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Le promoteur se distingue ainsi du co-cancérogéne. On définira un co-
cancérogéne comme une substance qui, co-administrée avec un cancérogéne,
produit un taux de tumeurs significativement plus élevé que le cancérogéne
seul. Parfois la limite entre promoteur et co-cancérogéne est un peu théorique
car une augmentation de dose ou la répétition d’'une dose donnée, peut faire
passer un promoteur dans le groupe des co-cancérogénes. Aujourd’hui, a la
lumiere des connaissances apportées par la biologie moléculaire et la généti-
que, il devient trés probable que des événements mutationels peuvent se
produire pendant les étapes d’initiation et de promotion. Qutre les mutations
géniques, les recombinaisons mitotiques peuvent provoquer des altérations
cellulaires faisant progresser les cellules le long des étapes de la transformation
néoplasique. Un cancer peut résulter de 'expansion multiétapes d'un clone
cellulaire (population issue d’une cellule) dont le génome a été altéré. Au
cours de cette expansion, les différentes cellules de la population acquierent
des modifications génotypiques et phénotypiques qui aboutissent finalement 2
la croissance tumorale. Les cancérogenes interviennent sur 'une ou/et I"autre
des différentes phases de la transformation, en induisant une altération cellu-
laire irréversible et/ou en favorisant I’expansion d’un clone cellulaire altéré.
Actuellement, on ne connait pas le nombre d’événements nécessaires 2
’émergence d’une population cellulaire transformée, ni si 'altération d’'un ou
plusieurs clones est nécessaire & 'émergence d’'une tumeur cliniquement dé-
tectable.

2. Méthodes d’étude de la cancérogénicité des fibres
d’amiante

Les méthodes utilisées pour évaluer et étudier la cancérogénicité de molécules
chimiques ont été appliquées aux fibres d’amiante. Toutefois, étant donné les
spécificités de cette cancérogénése due 2 des particules solides, des investiga-
tions plus adaptées ont été réalisées, en particulier pour étudier les effets au
niveau de la plévre. De plus, une attention particuliere a été portée a la
recherche de paramétres des fibres responsables de la toxicité (forme, réacti-
vité de surface). Il faut signaler que cette recherche est difficile étant donné
que les fibres d’amiante représentent une entité complexe (large spectre
granulométrique, surface susceptible d’étre modifiée par le milieu biologique
et pouvant interagir avec ses constituants, instabilité chimique et physique en

milieu biologique).

Les expérimentations animales ont porté sur 'observation du potentiel cancé-
rogéne des fibres apres exposition par inhalation, inoculation intrapleurale ou
intra-péritonéale pour étudier plus spécifiquement le mésothéliome, ou par
instillation intratrachéale. Afin de réduire les études chez I'animal et de
comprendre les mécanismes d’action au niveau cellulaire et moléculaire, de
nombreux modeles alternatifs in vitro ont été développés. Ces systémes sont 85
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soit aspécifiques, utilisant des types cellulaires préalablement exploités pour
étudier la cancérogénése chimique ou physique (radiations) ; soit plus direc-
tement impliqués dans la cancérogénese respiratoire (cellules trachéales, épi-
théliales pulmonaires et cellules mésothéliales pleurales).

Les différentes expérimentations ont été réalisées avec des échantillons d’ori-
gine diverse. Le plus souvent, il s’agissait de références préparées en 1966 par
I'Union Internationale contre le Cancer [UICC] (Timbrell, 1970) Deux
échantillons de chrysotile ont été préparés: I'un provenant de Rhodésie ;
lautre étant un mélange de fibres de mines du Canada constitué a partir de
8 lots provenant des principaux points d’extraction, au prorata de leur pro-
duction. Les autres préparations de 'UICC étaient des fibres de crocidolite et
d’amosite d’ Afrique du Sud, ainsi que d’anthophyllite de Finlande (Germain,
1974) D’autres références ont été fournies par le National Institute of Health
and Environmental Sciences (NIEHS, USA). Ces exemples ne sont toutefois
pas les seules préparations A avoir été utilisées lors d’expérimentations anima-
les ou cellulaires. Il est important de mentionner la diversité d’origine des
échantillons utilisés par les expérimentateurs, car les études épidémiologiques
sont par ailleurs effectuées sur des cohortes qui ont des origines (pays, région)
et des expositions (type de travail) diverses.

3. Cancérogénicité de I'amiante étudiée chez I’animal

3.1. Moyens d’étude

Les études expérimentales ont été réalisées principalement chez le rat et, a
une bien moindre échelle, chez le hamster et la souris. Les animaux ont été
exposés aux fibres par différentes méthodologies : inhalation, instillation in-
tratrachéale ou inoculation dans la cavité pleurale ou péritonéale. Deux
méthodes sont employées pour ’exposition par inhalation : en chambre d’em-
poussiérage (Wagner et al., 1974 ; Lee et al., 1981 ; Le Bouffant et al., 1984-
1987 ; Davis & Jones, 1988 ; Davis et al., 1986) ou «seulement par voie
nasale« (Muhle et al., 1987 ; Smith et al., 1987 ; McConnell et al., 1994 ;
Mast et al., 1995 ; Hesterberg et al., 1993) La seconde méthode permet de
connaitre avec une meilleure précision la quantité de fibres inhalée par les
animaux. Si l'exposition par inhalation a 'avantage d’étre similaire 2 la
situation que I'on rencontre chez ’homme, il faut constater que la fréquence
des tumeurs observées reste faible, surtout pour le mésothéliome pleural. Pour
observer, le cas échéant, une augmentation statistiquement significative de la
survenue de tumeurs chez des animaux traités, par rapport a des groupes
contrdles, il est nécessaire d’exposer un assez grand nombre d’animaux (par
exemple, dans une population animale présentant un pourcentage de cancers
spontanés de 2 %, il faudrait des groupes de 100 animaux si 'augmentation du
nombre de cancers est multiplié par 3,5). En effet, méme si les concentrations
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utilisées sont trés supérieures 2 celles qui ont pu étre trouvées dans des
expositions chez 'homme, la quantité de fibres effectivement retenue dans le
poumon est trés inférieure a celle qui est présente dans ’aérosol en raison des
phénomeénes d’épuration (Morgan et al., 1975). Cette fraction varie selon la
méthode d’inhalation et la concentration ; elle évolue avec le temps. Bien
qu'il soit difficile de chiffrer globalement cette fraction, on peut approximati-
vement considérer qu’elle ne dépasse pas quelques pour cent dans un délai de
1 mois apres une exposition (Roggli & Brody, 1984 ; Roggli et al., 1987).
D’autres méthodes ont été appliquées afin d’exposer les cellules, in vivo, & des
quantités plus importantes de fibres. Ainsi, des expérimentations ont été
réalisées par instillation intratrachéale ou inoculation intrapleurale de fibres,
afin de déterminer respectivement la réponse des cellules bronchiques et
mésothéliales.

3.2. Résultats obtenus chez le rat avec ’amiante seul

Les résultats de toutes ces études ont montré que les différents types d’amiante
produisaient des tumeurs chez le rat, quelque soit la méthode d’exposition
employée [Tableau 1]. Par inhalation, la fréquence de tumeurs pulmonaires

Tableau 1 : Taux de production de tumeurs chez le rat exposé a des fibres
d’amiante par inhalation ou par inoculation

Type de fibres' Type Type  Dose® Nb tumeurs/ Reéfér.
d'exposition  de Nb d’animaux traités*
rats¥ [dont Nb mésothéliome]

Chrysotile UICC CD  Inhalation W 10mg/im® 121 [1] Wagner et al., 1974
Chrysotile UICC RH  Inhalation W 10mgim? 11/171[0] idem
Chrysotile Inhalation Wt 10 mg/m® 23/40 [3] Davis & Jones, 1988
Chrysofile Intrapéritonéal Wt 25mg 23/24 [23] idem
Chrysotile UICC CD  Intrapleural W 20mg 10/32 [10] Wagner et al., 1973
Chrysotile UICC RH  Intrapleural W 20mg 7/31[7] idem
Chrysotile UICC RH  Intrapleural  SD 20 mg 15/32[14] Monchaux et al., 1981
Amosite UICC Inhalation W 10mg/m® 13/21 [0] Wagner et al,, 1974
Amosite Inhalation Wt 12 mg/m® 14/40 (3] Davis et al., 1986
Amosite Intrapéritonéal Wt 25mg 20/21 [20] idem
Amosite UICC Intrapleural ~ SD 20 mg 20/35 [20] Jaurand ef al., 1987
Crocidolite UICC Inhalation W 10mg/m® 13/18{0] Wagner et al., 1974
Crocidolite UICC Intrapleural W 20 mg 19/32 [19] Wagner et al., 1973
Crocidolite UICC Intrapleural  SD 20 mg 21/32 [21] Monchaux et al., 1981

Abréviations : CD : Canada ; Nb : nombre ; RH Rhodésie

Par inhalation, la durée d'exposition est de 24 mois (Wagner et al,, 1974) ou de 12 mois (Davis ef al., 1986). Par
inoculation, il s'agit d'une dose unique

¥ Toutes les souches utilisées sont « pathogen free »

SD: Sprague Dawley ; W : Wistar

°f Rats Wistar, souche HA/Han

* |e taux de tumeurs (adénomes, carcinomes) dans les contrbles varie schématiquement de 0 & 4 %. Aucun
mésothéliome n'a été observé, chez les animaux contréles. 87
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observées avec des fibres d’amiante est plus élevée que celle des mésothélio-
mes qui ne représentent généralement que quelques tumeurs [Tableaux 1 et 2].
Toutefois, des différences importantes de potentiel cancérogéne existent entre
différents échantillons, toutes les autres conditions expérimentales étant
équivalentes, et les raisons de ces différences ont été recherchées.

Tableau 2 : Taux de formation de tumeurs pulmonaires [tp] et de mésothélio-
mes [m] chez des rats exposés, par inhalation, a des fibres d’amiante

Type de fibres Type1de Fibres: Nombare Tumeurs pulmonaires * M® Références
rat mg/m totaf nombre %

Chrysotile UICCCD W 10 21 10 (476) 1 Wagner et al,, 1974

Chrysotile UICCRH W 10 17 11 647) 0 idem

Chrysotile W 15 45 9 (19) 0  Le Bouffant et al.,, 1984-1987

Chrysotile W 6 50 0 (0) 0 Muhle et al., 1987

Chrysotile long w 10 40 21 (525) 2 Davis ef al., 1988

Chrysotile court W 10 40 7 (175 1 idem

NIEHS chrysotile F 10 69 13 (18,8) 1 Hesterberg et al., 1993 ; Mc
Connell, 1994

Amosite UICC w 10 21 13 6199 0 Wagner et al,, 1974

Amasite long w 10 40 1 (275 3 Davis ef al., 1986

Amosite court w 10 42 0 0) 1 idem

Amosite sD 300 16 3 19 0 Lee et al,, 1981

Crocidolite UIGC W 10 18 13 (722) 0 Wagner et al.,, 1974

Crocidolite w 2,2 50 1 2 0 Muhle et al., 1987

Crocidolite oM 7 60 2 (3 1 Smith et al, 1987

Crocidolite F - 106 15 (141) 2 McConnell et al., 1994

! Toutes les souches utilisées sont « pathogen free »

F : Fisher 344 ; OM : Osborne Mendel ; SD : Sprague Dawley ; W : Wistar

2 La durée d’exposition est de 24 mois ou de 12 mois selon les auteurs

3 Nombre d’'animaux exposés

4 Chez les animaux contrdles non traités, le pourcentage de TP (adénomes, carcinomes) n‘excéde pas 4 % dans
ces études.

5 Nombre de mésothétiomes. Aucun mésothéliome n'a été observé chez les animaux contrgles.

3.3. Résultats obtenus chez le hamster avec I'amiante seul

Dans les études par inhalation mentionnées ci-dessus, Lee et al. (1981), Smith
etal. (1987) et Hesterberg et al. (1991) ont exposé respectivement 7 hamsters
(amosite, 300 mg/m>), 70 hamsters (crocidolite, 7 mg/m>) et 43 hamsters
(chrysotile, 10mg/m>, exposition seulement 18 mois). Dans ces trois études,
aucune tumeur n’a été observée. En exposition par instillation intratrachéale
avec 26 mg de fibres de crocidolite, aucune tumeur n’a été observée chez
60 hamsters (Feron et al., 1985). En revanche, 10 cancers pulmonaires (1 sar-
come et 9 carcinomes) et 8 mésothéliomes ont été observés dans un groupe de
142 hamsters exposés par 8 instillations de 1 mg de fibres de crocidolite
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Tableau 3 : Taux de tumeurs pulmonaires (tp) et de mésothéliomes (m) produits
chez le rat par des échantillons de fibres longues ou courtes (d’aprés Davis et
al., 1986 ; 1988).

AMOSITE! CHRYSOTILE!
Nombre long court long court
Inhalation?
Rats exposés 40 42 40 40
TP 11 0 20 7
M 3 1 3 1
Inoculation [Pe®
Rats exposés - - 24 24
M* 20 (95 %) 1 (4%) 23 22
M5 21 (88 %) 0 (0%) 22 8

' Pourcentage de fibres plus longues que :

10 um : 11 % (amosite long) ; 0.1 % (amosite court).

20 % (chrysotile long et chrysotile court)

30 ym : 5 % (chrysotile long) ; 0.3 % (chrysotile court)

2 Concentration : 10 mg/m®. Contrdles : 2 tumeurs pulmonaires, pas de mésothéliome
3IPe : intrapéritonéal : aucun mésothéliome chez les contrles

“Amosite : 25 mg ; chrysotile : 25 mg

5 Amosite : 10 mg ; chrysotile 2,5 mg

(Mohr et dl., 1984). Dans cette étude, on ignore la fréquence de tumeurs
spontanées, mais sur 35 animaux exposés 4 la méme dose d’oxyde de titane,
seulement 2 sarcomes ont été détectés sur 135 hamsters. Smith et al. (1987)
ont rapporté une fréquence de tumeurs pulmonaires de 74 % apres 5 instilla-
tions intratrachéales de 2 mg de crocidolite, sans aucun mésothéliome, alors
qu’aucune tumeur n'a été observée chez 136 hamsters contrdles.

Trop peu de travaux ont été effectués chez le hamster pour que I'on puisse
avoir une idée précise de la différence de réponse inter-espéces aux fibres
d’amiante. On peut toutefois constater que des tumeurs pulmonaires et des
mésothéliomes ont été observés aprés instillations intratrachéales répétées de
fibres d’amiante. Dans une étude rapportée par I'TARC (IARC Monographs,
1977), toutes les formes d’amiante (chrysotile, amosite, crocidolite, antho-
phyllite), provoquaient des tumeurs aprés inoculation intrapleurale de 10 mg
de fibres. Dans les 3 études répertoriées ci-dessus, aucune tumeur n'a été
observée apres inhalation (Lee et al., 1981 ; Smith et al., 1987 ; Hesterberg et
al., 1991). Chez les rats exposés aux mémes échantillons de fibres, les auteurs
ont obtenu un pourcentage d’animaux porteurs de tumeurs respectivement de

18 % (3/16),5 % (3/57) et 8 % (14/69, exposition 24 mois) [Tableau 4].

3.4. Effet promoteur et co-cancérogéne de I’amiante

Si 'amiante est considéré dans certaines études comme un agent ayant un
mécanisme d’action épigénétique, c’est en partie sur la base d’un travail
expérimental publié en 1980 par Topping et Netteisheim (1980). Les auteurs 89
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Tableau 4 : Tumorigénicité de fibres d’amiante chez le hamster

Exposition Dose Tumeurs produites’ Ref
ftype de fibres
Hamster Rat

inhalation mg/m®

Amosite 300 0/7 3/16 Lee et al., 1981
Crocidolite 7 0/58 3/57 Smith et al., 1987
Chrysotile? 10 0/43 14/69 Hesterberg et al., 1991
Instillation mg

Crocidolite 26 0/60 NT Feron et al., 1985
Crocidolite 8 fois 1 18/142 NT Mohr et al,, 1984
Crocidolite® 5 fois 2 20/27 2125 Smith ef al., 1987
NT = non testé

" Nombre d’animaux avec tumeur / nombre d'animaux & risque
2 Hamsters exposés 18 mois ; rats 24 mois
8 Pas de tumeur chez les animaux contrdles (hamsters : 0/136 ; rats : 0/150)

montraient que P'application d’'une faible dose (25 ng) d’'un cancérogene
chimique (diméthyl benzanthracéne, DMBA) suivie d’'un dépbt de 200 pg de
fibres de chrysotile dans des explants de trachée transplantée, permettait
I'obtention de carcinomes, non observés lorsque chacun des agents était
appliqué seul. Dans cette étude, des explants de trachée de rats syngéniques
ont été greffés, par implantation sous cutanée. Des pastilles de cire contenant
le DMBA et des pastilles de gélatine chargée en fibres étaient insérées chirur-
gicalement, dans cet ordre, & un intervalle de 4 semaines. Les sarcomes obser-
vés dans toutes les séries n’étaient pas comptabilisés. Ce modele ne corres-
pond pas tout & fait au modele « initiation-promotion » décrit dans la
littérature (importance de la séquence non précisée, réversibilité de Veffet
promoteur non étudiée). Les résultats peuvent aussi indiquer un effet co-
cancérogéne des fibres car une plus forte dose de fibres de chrysotile (12 mg)
provoquait 2 elle seule des carcinomes (Voytek et al., 1990).

Quelques études ont porté sur la recherche d’'un effet co-cancérogéne, plus
particulierement en utilisant des hydrocarbures polyaromatiques pour tenter
d’évaluer le potentiel co-cancérogéne d’agents entrant dans la composition de
la fumée de cigarettes. Plusieurs études ont montré un effet co-cancérogéne
des fibres, en association avec une exposition & des substances chimiques
(Mossman & Craighead, 1981 ; Warren et al., 1981) ; dans une étude, le
cofacteur était des radiations (Warren et al., 1981).

3.5. Caractéristiques des fibres qui conditionnent la réponse
expérimentale

3.5.1. Dimensions

Les études réalisées ont permis de mettre en évidence le role important des
90  caractéristiques dimensionnelles des fibres, les fibres les plus longues et les plus
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fines produisant schématiquement le plus grand nombre de tumeurs. Par
inhalation, & partir d’un méme type de fibres, les fibres longues sont cancéro-
génes alors que les fibres courtes ne le sont pas ou peu, comme cela a été mis
en évidence a l'aide de fibres d’amosite ou de chrysotile [Tableau 3]. Des
résultats allant dans le méme sens ont été trouvés en inoculant des fibres dans
la cavité péritonéale, avec cependant un certain nombre de tumeurs obtenues
avec des fibres »courtes » de chrysotile [Tableau 3]. Il faut noter que dans ces
études, les différences de dimensions entre les échantillons «long » et
« court » de chrysotile sont beaucoup moins nettes que celles de 'échantillon
d’amosite, la différence entre les deux échantillons de chrysotile apparaissant
pour des longueurs supérieures (voir notes du Tableau 3). Dans une étude
utilisant plusieurs variétés de fibres minérales naturelles ou synthétiques,
Stanton et al. (1977), en implantant des fibres dans la cavité pleurale, ont
observé une relation entre la probabilité de survenue de tumeurs et la propor-
‘tion de fibres longues (> 8um) et fines (< 0.25 um) contenues dans 1’échan-
tillon. Dans un autre ajustement statistique, la coupure était située 4 L > 5um
et diametre < 1.5 um. Le paramétre dimensionnel joue donc un réle trés
important dans la cancérogénicité des fibres (Oehlert, 1991). Cela résulte
vraisemblablement de deux causes : - d’'une part du potentiel cytotoxique et
génotoxique des fibres longues (voir plus loin) plus grand que celui des fibres
courtes ; - d’autre part de 1'épuration plus importante des fibres courtes, par
rapport aux fibres longues (Holmes & Morgan, 1980 ; Roggli & Brody, 1984 ;
Roggli et dl., 1987 ; Oberdérster et al., 1988 ; Bellman et al., 1994).

Si les caractéristiques dimensionnelles des fibres d’amiante sont un parameétre
important qui influence la cancérogénicité observée en expérimentation ani-
male, ces paramétres ne suffisent toutefois pas, 4 eux seuls, 2 rendre compte du
pouvoir cancérogéne. Dans une étude portant sur la tumorigénicité de divers
échantillons de chrysotile, il a été observé que des potentiels différents entre
plusieurs échantillons pouvaient en outre s’expliquer par une différence de
composition chimique des fibres (Monchaux et al., 1981). Une modification
préalable de la composition chimique des fibres (solubilisation du magnésium
par traitement acide) s’accompagnait d’une diminution de la cancérogénicité,
ce qui suggérait que, directement ou indirectement, la composition chimique
des fibres modulait leur activité. Une relation inverse a été mise en évidence
entre la perte en magnésium et la tumorigénicité (Jaurand, 1991).

3.5.2. Biopersistance

Les études expérimentales ont permis de déterminer le taux de rétention,
c’est-a-dire la proportion de fibres retenues dans le poumon par rapport 4 la
quantité de fibres inhalées, et la comparaison de la persistance des fibres selon
leur nature, au cours du temps. Sans vouloir détailler les études réalisées dans
ce domaine, ce qui sortirait du cadre de ce document, on peut considérer que
pour une exposition de ordre de 10 mg/m?, un rat exposé aura pu inhaler,

pendant toute la durée de sa vie, une quantité de fibres d’environ 10! 2 10"* o1
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fibres! (selon la nature des fibres et leur nombre par unité de poids). Ceci
correspond 2 des concentrations, dans 1'aérosol, de l'ordre de 5x10° a 10*
fibres/ml2. Dans les poumons, la quantité retrouvée est d’environ 108 a 10°
fibres par poumon3, ce qui représente moins de 1 % des fibres susceptibles
d’étre inhalées. Ces données ne tiennent pas compte de tous les parametres
différentiels (nature des fibres, dimensions), mais sont une indication des
relations entre exposition et rétention.

La biopersistance est une notion complexe qui peut étre définie comme la
durée de rétention des fibres dans le poumon, il apparait que ¢’est un concept
fondé sur Pexistence de différents mécanismes qui interviennent dans la
modulation de cette durée. Les études expérimentales ont montré que la
biopersistance des fibres de chrysotile était inférieure a celle des amphiboles
(Wagner et al., 1974 ; Davis et al., 1978 ; Davis & Jones, 1988 ; Churg et al.,
1989 ; Churg, 1994). Aucune relation quantitative entre la biopersistance et
le pouvoir tumorigéne chez 'animal n’a, jusqu’ici, été clairement établie. La
stabilité physique (épuration, défibrillation) et chimique (dissolution) des
fibres sont des paramétres 3 prendre en compte pour expliquer la biopersis-
tance. En effet, d’'une part les mécanismes d’épuration par les macrophages
alvéolaires et la voie lymphatique réduisent la quantité de fibres intrapulmo-
naire ; d’autre part, les fibres en rétention peuvent subir une défibrillation
(Cooketal., 1982 ; Roggli et al., 1987 ; Bellman et al., 1987) car, en fait, une
fibre n’est qu'un « fagot » de plusieurs fibrilles qui peut &tre plus ou moins
facilement dissocié par des processus mécaniques etfou chimiques (Davis,
1994 ; Morgan, 1994). Enfin, les fibres peuvent étre plus ou moins dégradées
par le milieu biologique en fonction de leur nature chimique, ce qui peut
conduire 2 une réduction de leurs dimensions et 4 une fragmentation, comme
c’est le cas pour les trés longues fibres de crocidolite (> 40 pm), ainsi que pour

' Cette valeur tient compte de la dose cumulée (F x ml-'x hr) sur la vie d'un rat, muttipliée par la quantité d'air
inhalée par le rat durant la période d’exposition. Si un rat inhale 14 000 ml par heure, la dose de fibres « inhalable »
sera égale & la dose cumulée multipliée par ce facteur. Ces valeurs sont données en exemple pour une dose
cumulée de 107 & 3x10® F x m["x hr.

2 |1 est difficile, en quelques lignes, de définir la teneur en fibres des aérosals utilisés en expérimentation animale.
En effet, les conditions varient d’une étude & l'autre et les données ne sont pas homogénes entre les différentes
études. Certains auteurs expriment les données en nombre fotal de fibres ; d’autres ne reportent les valeurs que
pour les fibres de certaines dimensions. Par ailleurs, les méthodes de numérations sont différentes ; certaines
mesures étant effectuées en microscopie optique (MO), d'autres en microscopie électronique & transmission
(MET) ; d'autres enfin en microscopie électronique a balayage (MEB). On peut citer quelques exemples: la
concentration en fibres dans aérosol de chrysotile long utilisé par Davis et al, 1988 (MO, fibres > 5um) est
5510 F/ml. L'échantilion de chrysofile utilisé par Le Bouffant et al, 1984-1987 comportait 168 000 F/ml ; celui de
Mast et al, 1995: 100 000 F/ml. Smith et al, 1987 et Mc Connell et al, 1994 indiquent respectivement des
concentrations de 3000 et 4214 F/ml pour le crocidolite. On peut calculer que, pour des expositions de 3640 heures
(7 heures par jour, 5 jours par semaine pendant 2 ans), une exposition & 3000 F/mi ou 100 000 F/ml correspondront
respectivement & une dose cumulée de l'ordre de 107 et 3,6x10% F x mI'x hr.

8 Par exemple Smith et al. (1987) trouvent 3,9x10°F de crocidolite/g de poumon sec ; McConnell et al. (1994)
trouver:g 7x10°F/g. Pour le chrysotile, Mast et al (1995) ont trouvé que les poumons contenaient environ
1,9x10"°F/g.
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le chrysotile (Kimizuka et al., 1987 ; Bellman et al., 1994 ; Churg, 1994). On
congoit que tous ces changements ont pour conséquence que la teneur en
fibres du poumon varie au cours du temps, tant par le nombre que par les
dimensions. I] est & noter que ces variations peuvent &tre négatives (épuration
et solubilité vont dans le sens d’une diminution en nombre de fibres), mais
également positives (la défibrillation et la dissolution, qui conduirait & une
fragmentation peuvent aboutir & une augmentation du nombre de fibres). Ces
évidences font penser que la charge pulmonaire déterminée & un instant
donné ne représente qu'une photographie d’'un processus cinétique et ne peut
refléter, avec la méme fidélité, le niveau d’exposition i différents types de

fibres.

Ainsi, sur le plan quantitatif, la biopersistance apparait comme une notion
multiparamétrique dont la valeur dépend de plusieurs variables (dimensions,
capacité de défibrillation, solubilité en milieu blologlque, potentiel d’épura-
tion de I'hote, etc...). Une définition plus précise s’impose si I'on veut détermi-
ner le rdle exact de ce parameétre dans la cancérogénicité. Jusqu'ici, aucun
ensemble de critéres objectifs ne permet une évaluation quantitative de la
biopersistance, et la biopersistance est mesurée par différentes méthodes.
Selon les auteurs, on détermine le nombre, les dimensions et la composition
chimique des fibres aprés inhalation [6h, 5 jours] (Berstein et al., 1994 ;
Warheit et al., 1994) ou par administration intra-trachéale ou intra-
péritonéale (Morgan, 1994 ; Pott et al., 1994 ; Muhle et al., 1994). Les
mesures cinétiques peuvent permettre de calculer la demi-vie des fibres en
rétention, mais aucun accord n’a été établi pour évaluer cette demi-vie en
terme de masse, de chimie, de surface (Oberdérster et al., 1994) ou de nombre

de fibres (Bellman et al., 1994 ; Muhle et al., 1994).

3.5.3. Production d’espéces moléculaires réactives

Il a été montré, & I'aide de systeémes acellulaires in witro (voir ci-dessous) que
les fibres d’amiante avaient la capacité de produire des espéces moléculaires
dérivées de 'oxygeéne [radicaux libres, molécules oxydantes] (Gulumian &
Van Wyk, 1987 ; Weitzman & Graceffa, 1984 ; Zalma et al., 1987 ; Leander-
sonetal., 1988 ; Gth etal., 1992 ;Kampetal., 1992 ; Mahmood et al 1994 ;
Pezerat, 1991) Etant donne le potent1el clastogene et cancérogéne de ces
molécules (Vuillaume, 1987 ; Imlay & Lin, 1988 ; Moyer et al., 1994), ces
phénomeénes ont été pris en considération pour rendre compte des mécanis-
mes de cancérogénicité des fibres. Bien que plusieurs études aient démontré
une relation entre la cytotoxicité des fibres sur des cellules en culture et la
production d’espéces actives dérivées de l'oxygene (Mossman et al., 1986 ;
Hansen & Mossman, 1987 ; Shatos et al., 1987 ; Garcia et al., 1988 ; Goodlick
et al., 1989 ; Kamp et al., 1989 ; Kamp et al., 1992 ; Vallyathan et al., 1992 ;
Ishizakietal., 1994 ; Kinnulaetal., 1994 ; Dong et al., 1994 ; Hill et al., 1995),
trés peu d’études in vivo ont jusqu'ici été réalisées dans ce domaine et la
relation existant entre ces deux paramétres n’est pas établie. Un seul travail a
été publié ; il a montré qu'il n’y avait pas de corrélation entre la productionde 93
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radical hydoxyle OH® dans un systéme acellulaire et la production de tumeurs
péritonéales aprés inoculation (Maples & Johnson, 1992). Dans une autre
étude, Schapira et al., (1994) ont détecté, a l'aide d’'un capteur de OH°
(salicylate), la formation de OH® dans le poumon de rat, aprés instillation de
fibres de chrysotile préalablement chargées en fer. Toutefois, ce travail ne
comportait pas d’étude de la fréquence de tumeurs produites par le traitement.
L’importance de la production d’espéces moléculaires réactives dans la cancé-
rogénicité par les fibres reste donc & préciser.

4. Effets cellulaires des fibres d’amiante

Les recherches sur systémes cellulaires isolés sont d’'un grand intérét car elles
permettent d’étudier les mécanismes d’action au niveau cellulaire et de propo-
ser des modeles expérimentaux alternatifs 4 I'expérimentation animale. Le
tableau 5 résume les principales conclusions. Il faut mentionner toutefois que

Tableau 5 : Résumé des effets des fibres d’amiante sur des cellules en culture

Effets des fibres d’amiante sur des cellules en culture, en relation avec un potentiel
transformant et/ou génotoxique

1 Cellules de hamster, souris, rat : Transformation cellulaire caractérisée par une perte
de l’inhibition de contact entre les cellules (Hesterberg & Barrett, 1984 ; Patérour ef al., 1985;
Mikalsen et al., 1988 ; Lu et al,, 1988 ; Athanassiou et al., 1992) ou P'apparition de clones cellulaires
poussant en milieu semi-solide [cas des cellules mésothéliales apres plusieurs fraitements par le
chrysotile] (Saint-Etienne et al., 1993)

2 Détection de cassures de I’ADN et mise en évidence d’une réparation (Turver et al., 1987 ;
Libbus et al.,, 1989 ; Renier et al,, 1990 ; Dong et al., 1995)

3 Mutations géniques : Peu d’effet mutagéne sur cellules procaryotes'. Pas d’effet
mutagéne évident sur cellules eucaryotes®

4 Mutations chromosomiques sur cellules eucaryotes [3 études] (Hei ef al, 1992 ; Both et al,
1994 ; Both ef al., 1995)

5 Effet clastogéne sur cellules épithéliales ou fibroblastes [aberrations
chromosomiques structurales, y compris formation de micronoyaux] (Lavappa et al,
1975 ; Sincock & Seabright, 1975 ; Huang et al., 1978 ; Babu et al., 1980 ; Sincock et al., 1982 ; Valério et
al., 1983 ; Oshimura et al., 1984 ; Jaurand et al., 1986 ; Kesley et al., 1986 ; Hesterberg et al., 1987 ; Kodama
et al, 1987 ; Palekar et al.,, 1987 ; Athanasiou et al., 1992 ; Lu et al,, 1994 ; Donaldson & Golyasnya, 1995 ;
Dopp ef al, 1995). Sur cellules mésothéliales humaines, des aberrations
chromosomiques ont été décrites [au total 5 cas étudiés] (Lechner et al, 1985 ; Olofsson & Mark,
1989) ; dans un autre travail, les résultats dépendaient du donneur [2 cas positifs sur 6 cas

. étudiés] (Pelin et al., 1995a)

6 Anomalies de ségrégation des chromosomes (Hesterberg & Barrett, 1985 ; Palekar ef al., 1987 ;
Pelin ef al,, 1992 ; Yegles et al., 1995)

7 Aneuploidie, polyploidie [incluant la formation de cellules binucléées] (Sincock & Seabright, 1975 ;
Huang et al,, 1978 ; Price-Jones ef al., 1980 ; Sincock et al., 1982 ; Jaurand et al., 1983 ; Valério et al., 1983 ;
Oshimura et al,, 1984 ; Jaurand et al.,, 1986 ; Kesley et al, 1986 ; Hestergerg et al., 1987 ; Kodama et al.,
1993 ; Palekar et al, 1987 ; Athanasiou ef al, 1992 ; Pelin et al,, 1995b)

! Sur 4 études, 3 sont négatives (Chamberlain & Tarmy, 1977 ; Cleveland et al., 1984 ; Athanassiou et a./, 1992),
une est positive (Faux et al., 1994).

2 Une faible mutagénicité a été trouvée dans une étude (Huang, 1979). Pas de mutagénicité dans 4 autres études
(Reiss et al., 1982 ; Oshimura ef al.,, 1984 ; Kenne et al,, 1986 ; Hei ef al, 1992)



Données actuelles sur les mécanismes de cancérogénicité de ’amiante

les résultats peuvent différer d’'un systeme 2 l'autre, étant donné la grande
diversité des systemes exploités (types de cellules, conditions expérimentales,
type de critére évalué).

4.1. Effets en relation avec un potentiel génotoxique et cancérogéne

4.1.1. Mutagénicité et endommagement de I’ADN

Les études in witro, sur modeles cellulaires isolés ont montré que les fibres
d’amiante produisaient un faible (voire nul) effet mutagéne, du moins pour ce
qui concerne la formation de mutations géniques [Tableau 5]. En revanche,
grice a “utilisation de cellules hybrides (Hei et al., 1992) et de techniques
plus sophistiquées des mutations chromosomiques ont été observées, qui
témoignent que les fibres peuvent altérer le génome des cellules en provo-
quant des délétions (Hei et al., 1992 ; Both et al. 1994). Ces différences de
résultats peuvent étre dues aux types de méthodes utilisées qui, dans le
premier cas, ne permettent généralement pas de mettre en évidence de larges
mutations si des génes essentiels 4 la survie cellulaire sont altérés. Ainsi, un
potentiel mutagéne et clastogéne (cassant le matériel génétique) de certaines
fibres (amiantes, érionite) a été démontré. Les études recherchant des muta-
tions plus larges du génome sont encore peu nombreuses et des résultats
complémentaires seront probablement obtenus au cours des années a venir.
La mutagengse induite par les fibres résulte vraisemblablement de la forma-
tion de molécules dérivées de 'oxygene, comme en témoigne la protection
exercée par les antioxydants (Hei et al., 1995). La formation de molécules
toxiques peut étre liée a la phagocytose. En effet, il a été montré, avec
certaines cellules, que lorsque des fibres arrivent au contact de la membrane,
un processus de phagocytose s'engage. Ce mécanisme est par ailleurs connu
pour générer différentes molécules tel I'ion superoxyde qui, en interagissant
avec des constituants cellulaires, peut provoquer la formation de molécules
plus stables douées d’activité clastogéne. Toutefois, ces espéces ont une durée
de vie trés bréve et ne peuvent réagir que localement; il est donc peu
probable qu’elles atteignent 'ADN et provoquent directement un effet muta-
géne. Des dérivés secondaires plus stables peuvent étre formés (produits de
peroxydation des lipides par exemple).

Un endommagement de ADN a pu é&tre détecté avec divers types de cellules,
incluant les cellules mésothéliales pleurales de rat par la mise en évidence de
réparation ou de I'activation de systémes enzymatiques stimulés par la forma-
tion de cassure [Tableau 5]. Toutefois, certaines cellules, telles que les hépato-
cytes de rat ne montrent pas de réparation de PADN apres traitement par des
fibres de chrysotile (Denizeau et al., 1985).

4.1.2. Anomalies chromosomiques

Lorsque les cellules se divisent, d’autres types d’interactions fibres-cellules
peuvent se produire et d’autres effets peuvent étre observés, plus particuliére-

ment au niveau des chromosomes (Wang et al., 1987 ; Rieder et al., 1991; 95
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Cole et al., 1991 ; Ault et al., 1995 ; Dopp et dl., 1995). 11 faut savoir que, si
une lésion de PADN a été occasionnée par un agent donné, il existe des
systémes de réparation qui sont activés par la cellule. Une réparation est
effectuée mais celle-ci peut ne pas étre totalement fidéle et des anomalies
pourront subsister. Durant la métaphase de la mitose, des endommagements
du matériel génétique peuvent étre mis en évidence par l'observation des
métaphases (anomalies de structure des chromosomes : cassures, fragments,
échanges). Au cours de 'anaphase, les chromosomes subissent une migration
vers les pbles cellulaires, ce qui permet la génération de deux cellules filles. Il a
été montré que la présence de fibres dans les cellules provoquait une altéra-
tion de la ségrégation des chromosomes dans un pourcentage significatif de
cellules (Hesterberg & Barrett 1985 ; Palekar et al. 1987 ; Yegles et al., 1995).
Ceci semble dii & Paccrochage des fibres dans le cytosquelette des cellules,
avec pour conséquence une entrave au mouvement des chromosomes, plutdt
qu'a une interaction d’emblée directe avec les chromosomes (Ault et al.,
1995). Dans ces processus, les fibres longues, de plus de 5 um de long, sont plus
réactives que les fibres courtes, dont la présence semble mieux tolérée et qui
suivent les structures cellulaires dans leurs déplacements (Cole et al., 1991).
Ces processus de ségrégation anormale des chromosomes peuvent avoir pour
conséquence la formation de cellules qui possedent un déficit ou un excés de
matériel génétique, par rapport 4 une cellule normale. Une aneuploidie des
cellules a fréquemment été observée aprés traitement par des fibres
d’amiante?.

4.1.3. Effet promoteur

Plusieurs études réalisées sur cellules en culture indiquent que les fibres
d’amiante ont des propriétés comparables  celles de promoteurs, tel le TPA :
le chrysotile et le crocidolite induisent une activation de 'ODC dans des
cellules trachéales de hamster (Marsh & Mossman, 1991), et une activation
de la PKC (Perderiset et al., 1991)par le crocidolite a été décrite. En revan-
che, aucun effet n’a été observé sur la coopération métabolique entre les
cellules, alors que le TPA exergait généralement un effet inhibiteur (Cham-
berlain, 1982). La production d’ion superoxyde O,- mise en évidence avec
plusieurs types cellulaires traités par les fibres d’amiante peut étre aussi
rapprocher d’un effet promoteur ; mais on sait que cette molécule peut aussi
provoquer des altérations de ’ADN et des chromosomes. Dans ce contexte,
on ne peut faire que des hypotheses sur 'engagement de O,- dans I'une oufet
l'autre des étapes de la transformation. Uaction épigénétique ou génétique
(altération de PADN) de cette molécule pourrait dépendre de la capacité des
cellules a réagir a cette molécule (production de molécules génotoxiques plus
stables qui pourraient atteindre I’ ADN ou action locale, induction de voies de
signalisation). Ces réactions pourraient dépendre du type cellulaire considéré.

* cf références Tableau 5
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4.1.4. Transformation

La transformation néoplasique des cellules est associée 4 un certain nombre de
modifications du phénotype cellulaire. Les recherches effectuées avec les
fibres d’amiante ont montré que les cellules subissaient des changements
phénotypiques (perte d’inhibition de contact, critéres morphologiques) asso-
ciés a la transformation [Tableau 5]. Dans leur travail sur fibroblastes de souris,
Lu et al., (1988) ont étudié I'effet des fibres d’amiante en tant qu’initiateur,
utilisant le TPA comme promoteur. Ces auteurs ont constaté que les résultats
étaient compatibles avec une activité initiatrice des fibres. De méme, Mikal-
sen et al. (1988) considérent que les résultats obtenus dans les tests de
transformation, sur cellules embryonnaires de hamster, étaient plus en faveur
d’un effet initiateur des fibres. Dans ce méme travail, les auteurs n’ont pas
observé d’effet co-cancérogéne entre 'amiante et le benzo(a)pyréne, en dé-
saccord avec ce qui avait été décrit par d’autres auteurs utilisant le méme type
cellulaire (Di Paolo et al., 1983). On peut noter aussi que Hei et al. (1984) sur
fibroblastes de souris, ont observé un effet co-cancérogéne avec des radiations
si les fibres étaient appliquées avant les radiations et non apres.

Ces résultats vont dans le sens d’un potentiel des fibres d’amiante en tant que
cancérogene complet, c’est-a-dire se suffisant a elles seules pour provoquer les
modifications nécessaires a la transformation. En effet, il semble bien que
’amiante puisse étre considéré comme un cancérogéne complet, possédant 2
la fois des propriétés initiatrices et promotrices. Pour exercer un potentiel
tumorigéne in vivo, 'amiante ne nécessite pas ’application de cofacteur ; de
méme, les fibres produisent une transformation des cellules en culture. Si les
fibres d’amiante sont considérées comme agissant par un mécanisme épigéné-
tique (Mossman & Craighead, 1981), c’est sur la base de leur faible potentiel &
produire des mutations géniques. Cependant, les fibres d’amiante peuvent
aussi produire des mutations chromosomiques, ce qui permet de leur attribuer
un certain potentiel génotoxique (Barrett et al., 1990 ; Everitt, 1994 ; Jau-
rand, 1991 ; Moyer et al., 1994 ; Voytek et al., 1990 ; Walker et al., 1992).

4.2, Caractéristiques des fibres qui conditionnent la réactivité

4.2.1. Dimensions et production d’espéces actives dérivées de |'oxygene

Plusieurs études ont montré que la cytotoxicité de fibres longues était plus
grande que celle de fibres courtes (Hesterberg & Barrett, 1984 ; Brown et al.,
1986 ; Mossman et al., 1986 ; Goodlick & Kane, 1990 ; Brown et al., 1978 ;
Donaldson et al., 1992 ; Hart et al., 1994). Il a été démontré que des échan-
tillons broyés de fibres de chrysotile avaient une plus faible capacité a trans-
former les cellules de rongeurs que le méme échantillon non broyé (Hester-
berg & Barrett, 1984). Peu de travaux ont porté sur les effets génotoxiques en
fonction de la taille des fibres. Récemment, une étude a montré que les
différences de capacité d’échantillons d’amiante & produire des anaphases 97
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anormales pouvaient &tre dues & des teneurs différentes en fibres correspon-
dant aux critéres précédemment définis par Stanton (Stanton et al., (1977 et
1981) : un taux significatif d’anomalies n’était obtenu qu’avec les échan-
tillons comportant des fibres dont les dimensions correspondaient a ces crite-
res (Yegles et al., 1995). Récemment, Donaldson et Golyasnya (1995) ont
observé qu'un échantillon de fibres d’amosite court utilisé dans I'expérimen-
tation animale décrite ci-dessus ne produisait pas d’aberrations chromosomi-
ques, contrairement & I’échantillon de fibres longues.

Certains effets toxiques des fibres sont liés 4 la production d’espéces actives de
Poxygene (Kamp et al., 1992). Celles-ci sont produites, soit par les cellules
(interactions, phagocytose), soit par les fibres elles-mémes. Ces molécules
sont, du moins partiellement, responsables de certains effets cytotoxiques des
fibres, ainsi que de ceux observés au niveau du matériel génétique : cassures de
I’ADN, réparations, mutations chromosomiques.

4.2.2. Type d’échantillon

Un point important qui a été souligné 2 la suite des études réalisées in vitro et
qui corrobore les études in vivo, c’est la différence de réactivité qui peut exister
entre plusieurs échantillons d’'un méme type de fibres. Il a été mentionné plus
haut que des échantillons d'un méme type de fibres peuvent en effet provenir
de différents gisements, donc avoir des minéraux associés ou contaminants
différents ; de plus, les méthodes utilisées pour la sélection d’'une fraction
respirable des fibres sont diverses et, 4 leur issue, la distribution granulométri-
que n’est pas identique d’une préparation i I'autre. Si, comme on I’a dit plus
haut, le potentiel tumorigéne de différents échantillons d'un type donné de
fibres n’est pas identique chez 'animal, il en est de méme pour les études in
vitro. Par exemple, dans le travail mentionné ci-dessus (Yegles et al., 1995) le
pourcentage de cellules présentant des anomalies de 'anaphase variait de 0 &
20 % pour un nombre donné de fibres de chrysotile.

4.3. Effets observés sur cellules mésothéliales

Leffet des fibres sur les cellules mésothéliales pleurales a été étudié en utili-
sant, soit des cellules de rat, soit des cellules humaines, lorsque cela était
possible. Les différentes études réalisées in vitro ont montré que I'amiante
produisait un endommagement de ' ADN (Renier et al., 1990 ; Dong et al.,
1995) et une augmentation d’anomalies chromosomiques (Lechner et al.,
1985 ; Jaurand et al., 1986 ; Pelin et al., 1992 ; Pelinetdl., 1995a ; Yegleset al.,
1995). Les effets sur 'ADN sont liés a la production d’especes réactives
dérivées de 'oxygeéne, résultant vraisemblablement des interactions mem-
brane cellulaire-fibres ; les anomalies de ségrégation des chromosomes sont
associées aux caractéristiques physiques des fibres, comme cela a été décrit
plus haut. Avec des cellules provenant de différents donneurs, la production
d’anomalies n’était pas observée pour tous les sujets, ce qui suggére une
réponse différente selon le donneur (Pelin et al., 1995a).
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Linteraction entre les cellules mésothéliales et les fibres provoque Pactivation
du facteur de transcription AP-1 (Janssen et al., 1994) Le r6le de 'activation
de ces derniers dans les mécanismes liés & la cancérogéneése reste 2 préciser.
Lapplication de fibres d’amiante 4 des cellules en phase de croissance provo-
que, a court terme, un arrét de la prolifération cellulaire qui peut &tre mis &
profit par la cellule pour réparer les lésions faites & son ADN (Dong et al.,
1994). Par ailleurs, lorsque des fibres sont inhalées ou déposées par instillation
dans le poumon, on observe, aprés un délai de plusieurs jours, une augmenta-
tion de la prolifération des cellules mésothéliales pleurales (Adamson et al.,
" 1993). Ceci suggere que des facteurs circulants ou produits par les cellules in
situ stimulent la division cellulaire etfou qu'un processus de régénération
cellulaire fait suite & 'agression. Une réaction similaire a pu étre observée
avec d’autres particules. Ainsi, une prolifération des cellules, suite 4 une
exposition par inhalation, pourrait provoquer une modification du taux de
renouvellement des cellules, et favoriser 'expression de cellules dont le gé-
nome est altéré par le contact avec les cellules. ’addition de ces mécanismes :
lésionnels, de réparation et de prolifération, peut jouer un réle important dans
I’émergence de populations cellulaires transformées.

Peu d’études ont analysé les corrélations in vivofin vitro et il serait trés intéres-
sant d’avoir davantage de résultats dans ce domaine. Les données existantes
montrent que l'importance des paramétres dimensionnels des fibres ressort &
la fois des études in vivo et in vitro (Yegles et al., 1995 ; Donaldson &
Golyasnya, 1995).

5. Réactivité des fibres d’amiante in vitro
Systemes expérimentaux acellulaires

La capacité des fibres & produire des molécules potentiellement génotoxiques,
tel le radical hydroxyle (OH®), a été étudiée in witro & I'aide de systémes
acellulaires. Le radical hydroxyle est formé de différentes maniéres, au cours
de réactions d’oxydo-réduction qui font intervenir par exemple la décomposi-
tion de 'eau oxygénée en présence de fer (réaction de Fenton). Ce radical est
instable mais peut réagir localement trés rapidement en donnant naissance &
d’autres molécules beaucoup plus stables. La détection de OH® peut étre
effectuée in vitro en mesurant, soit directement la quantité de molécules
produites aprés réaction avec une molécule permettant la formation d'un
composé plus stable (Weitzmann & Graceffa, 1984 ; Zalma et al., 1987), soit
indirectement les dommages faits 4 un nucléoside ou 4 un extrait I’ ADN, en
solution (Kasai & Nishimura, 1984 ; Adachi et al., 1992). Dans ce cas, on
mesure généralement la quantité de 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG)
résultant de P'interaction entre OH® et la guanine constitutive des acides
nucléiques. Les fibres d’amiante seules produisent une hydroxylation, mais la
quantité de 8-OHdG formée est augmentée par certains agents tels que 'eau 99
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oxygénée, H,0,, molécule qui peut &tre produite lors des interactions cellules-
fibres, plus particuli¢rement au cours de la phagocytose. La quantité de
8-OHdG formée dans ’ADN dépend fortement des conditions expérimenta-
les (présence d’agents chélateurs par exemple) et il est difficile de relier ces
effets in vitro & ce qui passerait au niveau de ’ADN cellulaire. Une seule étude
a été jusqu'ici effectuée pour mesurer ’hydroxylation de la guanine produite
par amiante sur PADN cellulaire. Il s’agissait de cellules lymphocytaires
traitées par le crocidolite. Les résultats ont montré une augmentation signifi-
cative passant de 2 bases altérées par 10° dG pour les cellules non traitées 2 3
pour 10° bases pour les cellules traitées par 50 pg/ml de crocidolite (Takeuchi
& Morimoto, 1994).

Ces études témoignent d’'un potentiel des fibres d’amiante 4 provoquer des
lésions de '’ ADN. Toutefois, 'extrapolation & un mécanisme opérant in vivo
doit &tre faite avec prudence, en raison du grand nombre de facteurs qui
modulent, quantitativement, la réponse in vitro. Lexistence de bases anorma-
les peut conduire 2 la formation de mutations dans ’ADN. Le role exact de la
formation de 8-OHAG en cancérogénese est actuellement discuté (Floyd,
1990) ; cependant, on a déja pu constater des effets in vivo, notamment avec
des composés formants des adduits & ’ADN.

6. Les études expérimentales reflétent-elles les observations
faites chez '’homme 2

La comparaison entre les études expérimentales et les observations faites chez
I’homme est un point critique qui mérite une discussion. Concernant les
résultats obtenus avec 'amiante, une bonne corrélation est obtenue entre les
effets sur systemes cellulaires et les études chez 'animal ; ’analyse des rela-
tions entre les évidences expérimentales et épidémiologiques conduit 3 poser
certaines questions.

6.1. Comparaison entre les caractéristiques des tumeurs induites par
I'amiante et les mécanismes d’action des fibres

Etant donné que le cancer du poumon peut &tre di & ’exposition & d’autres
cancérogénes, tels que la fumée de cigarettes, il est plus intéressant, pour
comparer les résultats expérimentaux et les données chez ’lhomme, de s’inté-
resser au mésothéliome qui est le plus souvent lié a 'exposition aux fibres. Sur
le plan des mécanismes, les observations faites in vitro pourraient expliquer les
caractéristiques des tumeurs induites par 'amiante.

Les mésothéliomes ont un caryotype complexe, présentant de nombreuses
anomalies qui mettent en jeu des modifications numériques et structurales des
chromosomes (Hagemeijer et al., 1990 ; Tinainen et al., 1989). Jusqu’ici, les
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cellules de mésothéliome montrent peu de mutations ponctuelles dans des
genes critiques, a l'inverse de ce qui est trouvé dans d’autres cancers, par
exemple au niveau des génes suppresseurs de tumeur, RB, P53 ou de 'onco-
géne RAS (Metcalf et al., 1992 ; Shimizu et al., 1994). En revanche, un certain
nombre de délétions ont été rapportées. Plusieurs articles concernent ’étude
de pl6 (géne codant pour une protéine régulant la prolifération cellulaire)
dans les mésothéliomes ; ils ont montré que la plupart des mésothéliomes
présentaient des délétions du géne p16 ; 'absence d’expression des messagers
et de la protéine a été également mise en évidence (Okamoto et al., 1994 ;
Kratzke et al., 1995 ; Cheng et al., 1994 ; Xiao et al., 1995). Aucun géne ne
semble spécifiquement muté dans le mésothéliome. Une mutation sur le géne
WT-1 a été détectée dans un type particulier de mésothéliome mais aucune
mutation n’a été trouvée dans 32 mésothéliomes pleuraux survenus chez des
sujets considérés comme exposés & 'amiante (Amin et al., 1995 ; Langerak et
al., 1995 ; Park et al., 1993). Plus récemment cependant, deux études ont
démontré que le géne NF2 érait délété dans de nombreux mésothéliomes
(Bianchi et al., 1995 ; Sekido et al., 1995). avec notamment une perte d’hété-
rozygotie dans 50 % des cas. Il s’agit d’'un géne codant pour une protéine qui
joue un rdle, encore mal défini, de liaison entre la membrane cellulaire et les
protéines du cytosquelette. Des mutations de ce géne sont connues dans des
déficits génétiques transmissibles associés 4 la survenue de méningiomes et de
schwannomes. Chez ces sujets, aucune augmentation de mésothéliomes n’a
toutefois été mise en évidence. Les mutations observées peuvent donc avoir
été provoquées par les fibres d'amiante. Jusqu'ici le mésothéliome ne semble
pas lié a des traits génétiques spécifiques. On peut toutefois signaler que, dans
un travail récent, Hirvonen et al. (1995) ont constaté une augmentation du
risque mésothéliome chez des sujets fortement exposés 4 'amiante, présentant
un génotype GSTM1 (Glutathion S transférase) et NAT 2 (acétylateur lent).
Ces génes codent pour des enzymes impliquées dans la détoxication. Toute-
fois, comme les auteurs I'indiquent, cette étude porte sur un petit nombre de
cas et les résultats devront étre confirmés.

I1 est remarquable que les fibres d’amiante produisent des changements numé-
riques et structuraux sur les chromosomes de différents types de cellules en
culture et ont, au sens de la mutagenése ponctuelle, un faible pouvoir muta-
geéne. De tels remaniements chromosomiques sont également observés dans
les tumeurs produites chez 'animal (Libbus et al., 1988). Ici donc il n'y a pas
de contradiction entre observations chez ’homme d’une part, et les données
expérimentales d’autre part. Les modeles cellulaires ont apporté des hypothe-
ses sur les mécanismes d’action possibles des fibres ; si les interactions directes
des fibres avec certains constituants cellulaires jouent un r6le dans la généra-
tion des effets en intervenant sur la répartition du matériel génétique, la part
prise par les espéces radicalaires et les molécules actives dérivées de 'oxygéne
reste & définir, au sens mutationnel direct. 101
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6.2. Caractéristiques des fibres qui conditionnent la réponse
expérimentale

I est clairement apparu, lors les recherches effectuées chez 'animal, que la
cancérogénicité d'un type donné de fibres était fonction des caractéristiques
dimensionnelles, sans que toutefois cela soit le seul parameétre important. Des
paramatres dimensionnels des fibres dépend 2 la fois la quantité de fibres
déposée dans le poumon et celle qui y est retenue ; de plus, le potentiel
cancérogene des fibres apparait plus élevé pour les fibres longues que pour les
fibres courtes. Cela a été démontré aussi bien a I'aide d’études faites chez
I'animal, comme cela a été décrit plus haut, que par des recherches expéri-
mentales & I'aide de modeles cellulaires animaux ou humains. Tant par leur
capacité 4 provoquer des anomalies chromosomiques que par celle & produire
des especes réactives dérivées de Uoxygene et a exercer une cytotoxicité, les
fibres longues sont plus toxiques que les fibres courtes, ce qui n’implique pas
P'innocuité de ces derniéres.

Chez 'homme, il y a assez peu de données sur la fréquence des tumeurs selon
les caractéristiques dimensionnelles des fibres auxquelles les sujets ont été
exposés. Les données dans ce domaine sont difficiles 4 obtenir rétrospective-
ment, mais des informations devraient apparaitre désormais en raison du
développement récent d’études épidémiologiques de mieux en mieux docu-
mentées. Le risque mésothéliome, plus élevé dans une cohorte d’ouvriers du
textile que chez des mineurs pourrait résulter d'une exposition a des fibres de
chrysotile plus longues dans la premiere cohorte comparativement 2 la se-

conde (Dement 1991).

6.3. Réactivité différentielle entre chrysotile et amphiboles

Les études épidémiologiques ont indiqué un risque accru de mortalité par
cancer du poumon ou par mésothéliome, indépendamment de l'origine miné-
ralogique des fibres (voir chapitre 9). Les résultats expérimentaux obtenus
chez 'animal ont démontré 1'existence d’un potentiel cancérogéne des deux
types de fibres, quel que soit le type d’exposition, par inoculation ou par
inhalation. Les recherches effectuées sur les modeles cellulaires sont en accord
avec ces résultats. On constate donc une bonne adéquation entre les résultats
expérimentaux et les données épidémiologiques.

Alors que le risque de mortalité par cancer du poumon n’est pas différent pour
les fibres de différentes origines, le risque de mésothéliome est plus faible pour
les sujets exposés majoritairement au chrysotile, comparativement & ceux
exposés aux amphiboles ou & un mélange de fibres. Concernant la différence
entre la réponse « cancer du poumon » et la réponse « mésothéliome », on
peut constater que les études expérimentales par inhalation n’ont pas permis
de différencier le potentiel cancérogene des fibres de différentes origines, étant
donné le nombre trés réduit de tumeurs pleurales observées [Tableau 3]. Si
l'on se réfere aux résultats obtenus avec les échantillons de 'UICC, le risque



Données actuelles sur les mécanismes de cancérogénicité de I’amiante

tumorigéne était voisin pour le chrysotile, le crocidolite et 'amosite, par
inoculation intraperitonéale (Davis et al., 1991). Toutefois, les études par
inoculation intrapleurale reflétent un potentiel moindre du chrysotile, par
rapport au crocidolite, sur la base du nombre de fibres correspondant aux
criteres de Stanton (Jaurand et al., 1987). Les résultats obtenus avec les
modeles de cellules mésothéliales en culture vont également dans ce sens

(Yegles et al., 1993).

Chez 'homme, la différence de pouvoir cancérogéne entre les deux types de
fibres par rapport & la localisation tumorale pourrait s’expliquer par une
translocation moins importante du chrysotile par rapport aux amphiboles. En
termes de biopersistance, on peut faire I’hypothése que le chrysotile ayant
tendance 2 &tre épuré plus facilement et 2 se fragmenter (Churg, 1994), il en
résulte respectivement une moins grande disponibilité de ces fibres au niveau
pleural et une migration de fibres de plus petites dimensions. Cette hypothése
serait tout a fait en accord avec les observations selon lesquelles la plevre
contenait des fibres de chrysotile de plus faible longueur moyenne que celles
du poumon (Sébastien et al., 1979 ; Viallat et al., 1986). Des résultats récem-
ment publiés avec des fibres de céramique montrent qu’aprés inhalation il y a,
chez le rat, une translocation rapide des fibres vers la plévre (un maximum est
obtenu a la fin de la période d’exposition, ici de 5 jours), avec aussi une
dimension moyenne des fibres de la plévre plus petite que celle du poumon
(Gelzichter et al., 1996). Ceci n’exclut pas la possibilité qu'une faible propor-
tion de fibres plus longues puisse se trouver au niveau de la plévre (Sébastien
etal., 1980 ; Dodson et al., 1990 ; Boutin et al., 1996).

7. Apport des études expérimentales et mécanistiques
en relation avec les problémes actuels de I'exposition
a 'amiante

La plupart des études expérimentales réalisées jusqu’ici ont eu pour objectif de
définir les caractéristiques des fibres responsables de l'activité toxique etfou
cancérogene, et d’appréhender les mécanismes d’action. Ces questions étaient
posées en raison des pathologies professionnelles observées. Dans le passé, les
travailleurs étaient le plus souvent exposés a des doses importantes.
Aujourd’hui, on se préoccupe du réle de lexposition a de faibles doses,
essentiellement pendant des durées prolongées, ainsi que des effets de doses
plus importantes pendant de courtes périodes. Peu d’études expérimentales
ont abordé ces questions; on mentionnera quelques résultats mais il est
difficile, en raison du petit nombre de données, d’évaluer leur signification
réelle.

7.1. Relations dose-effet

D'apres les études expérimentales effectuées chez 'animal, la fréquence des
tumeurs diminue avec la dose de fibres inoculées ou aérosolisées. Dans un 103
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travail portant sur la fréquence de mésothéliomes, aprés inoculation intrapé-
ritonéale de différents types de fibres chez le rat, Davis et al. (1991) ont étudié
le risque relatif de mortalité par mésothéliome péritonéal. La courbe dose-
réponse était linéaire (échelle log/log) pour les 4 types de fibres testés (amo-
site, crocidolite, érionite, chrysotile) entre les doses étudiées allant de
0.005 mg & 25 mg. Si cette linéarité était maintenue pour des doses inférieu-
res, cela signifierait qu'il n'y a pas de valeur limite au-dessous de laquelle le
risque n’existe plus. Cependant, chez I'animal, le temps de latence de la
tumeur augmente lorsque la dose diminue ; ainsi une valeur seuil existerait en
pratique, pour une dose telle que le temps de latence devient supérieur au
temps de survie « naturelle » de I’animal.

A Taide de modeles cellulaires, in vitro, des relations « dose-effet » ont été
également déterminées sur le plan de I'évaluation du potentiel transformant
et de la génotoxicité. Les concentrations minimales auxquelles les cellules
sont exposées atteignent, pour obtenir des effets génotoxiques significatifs,
environ 0,5 pgfem?, ce qui représente trés approximativement 20 4 50 fibres
par cellules (13 encore, le rapport nombre de fibres/masse dépend du type de
fibre). 11 est tres difficile de savoir & quoi cette valeur correspond in vivo. On
peut supposer, sur la base pondérale que les cellules seraient exposées in vitro 2
environ 10" a 10** F/g alors que, pour le poumon, en expérimentation
animale, des valeurs de 10® & 10*° F/g ont été reportées. Chez ’homme, des
valeurs trés inférieures sont trouvées (voir chapitre se rapportant a ces don-

nées).

7.2. Effet d’expositions transitoires

Seulement deux études ont évalué l'effet d’expositions transitoires par rapport
4 une exposition continue (Wagner et al., 1974, Davis et al., 1980). 1l
s'agissait d’études par inhalation oli des rats ont été exposés a différents types
de fibres. Dans une étude (Wagner et al., 1974), ’exposition avait une durée
de 1 jour ou de 3 mois ; les résultats sont indiqués dans le Tableau 6. Dans un
autre travail (Davis et al., 1980), les animaux étaient exposés a des concentra-
tions intermittentes élevées et 4 des concentrations continues plus faibles de
chrysotile et de d’amosite (Tableau 7). Les auteurs ont constaté qu'il n'y avait
pas d’effet significatif sur le taux de tumeurs dans les différents groupes de
traitements. Dans 'ensemble, les informations sur les expositions transitoires
sont donc trés limitées et portent sur de petits échantillons. Les résultats ne
peuvent donc étre interprétés qu’avec prudence.

8. Conclusions

Les mécanismes de cancérogénése par les fibres ne sont pas actuellement
totalement élucidés, mais des évidences expérimentales convergentes exis-
tent. Les fibres d’amiante ont des effets pléiotropes dont certains peuvent &tre
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Tableau 6 : Effets d’expositions transitoires (Wagner et al., 1974).

Type de fibres Durée Nb rats de rats & risque’/ Nb de rats avec tumeur  Nb rats avec
d'exposition Nb rats exposés puimenaire mésothéliome
Contréle 1 jour 44/48 4 0
3 mois 40/58 3 0
24 mois 42/48 0 0
Amosite 1 jour 45/49 3 1
3 mois 37/52 10 0
24 mois 21/21 13 0
Crocidolite 1 jour 43/49 6 1
3 mois 36/52 14 1
24 mois 18/20 13 0
Chrysotile CD? 1 jour 42/49 1 0
3 mois 34/52 18 0
24 mois 21/24 10 1
Chrysotile RH? 1 jour 45/49 5 0
3 mois - 36/52 16 0
24 mois 17/20 8 0

T Nombre de rats en vie 300 jours aprés le début de Fexposition
2 CD: canadien ; RH : rhodésien

Tableau 7 : Effet de pics d’exposition (Davis et al., 1980).

Exposition Nb tumeurs puimonaires Nb mésothéliomes
Chrysotile 10 mg/m® 1 jour/semaine pendant 1 an 6/43 0/43
Chrysotile 2 mg/m® 5 jours/semaine pendant 1 an 8/40 1/40
Amosite 50 mg/m® 1 jour/semaine pendant 1 an 6/44 0/44
Chrysotile 10 mg/m® 5 jours/semaine pendant 1 an 2/40 0/40

impliqués dans la transformation néoplasique. Des travaux complémentaires
permettraient de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et tissulaires
qui aboutissent 2 la prolifération tumorale. Les études expérimentales ont
apporté des informations pertinentes sur le potentiel tumorigéne des fibres
d’amiante. Si les caractéristiques dimensionnelles des fibres sont importantes
dans la genése de leffet cancérogéne, le rdle d’autres caractéristiques des
fibres, en particulier 'importance de propriétés de surface, mérite d’étre pré-
cisé. L’importance de la biopersistance doit étre mieux définie, car aucun
travail n'a démontré quantitativement la relation entre le pourcentage de
tumeurs et la biopersistance, ou 'un des parameétres lié 4 ce concept. Il n’est
pas inutile de souligner cette lacune car certains auteurs affirment aujourd’hui
qu'une biopersistance faible est associée 4 une cancérogénicité faible.
Aujourd’hui, cette hypothése ne repose pas sur des bases scientifiques solides,
d’une part en raison de 1’absence d’'une définition précise des paramétres qui 105
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permettraient de quantifier la biopersistance, d’autre part en raison du man-
que d’études de corrélations entre la tumorigénicité et ces parametres. Il reste
aussi & connaitre I'importance relative de la durée d’action possible d’'un agent
cancérogéne par rapport 2 d’autres paramétres comme la dose, le role des
interactions dans des temps précoces de I'action des fibres, ou les caractéristi-
ques physiques (pour les fibres). Il apparait important de souligner ces points,
étant donné la prédominance actuelle de ce concept et sa prise en compte
pour identifier des fibres de remplacement de I'amiante dépourvues d’effet
potentiel nocif pour la santé.
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