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Premessa

La produzione e I'utilizzo crescente di nanomateriali (NM) ingegnerizzati in am-
bito occupazionale con conseguente potenziale esposizione per un numero sem-
pre pit ampio di lavoratori addetti e i pochi dati disponibili sui rischi per la salute
di tali composti evidenziano la necessita di implementare le conoscenze riguar-
danti i possibili effetti biologici (sia a livello molecolare-cellulare sia a livello di or-
gano e di apparato) indotti da tale esposizione. Poiché la produzione, la diffusione
e l'utilizzo dei NM ingegnerizzati in diversi settori sono piuttosto recenti e la va-
lutazione dell’esposizione nei soggetti esposti presenta diverse difficolta, non
sono ancora disponibili studi epidemiologici ed informazioni riguardanti gli effetti
tossici dei NM su popolazioni esposte. La quasi totalita degli studi disponibili &
stata effettuata o su sistemi in vitro o su animali da laboratorio (principalmente
topi) e le informazioni relative agli effetti su organi e apparati sono a volte estra-
polate dai risultati ottenuti a livello cellulare.

Gli studi prodotti negli ultimi anni hanno evidenziato potenziali effetti citotossici
e genotossico-ossidativi a livello cellulare ed effetti respiratori, cutanei, immuno-
logici, neurotossici, cardiovascolari, causati da NM.

La maggior parte degli studi sugli effetti cellulari dei NM utilizza concentrazioni
abbastanza elevate di tali composti ed evidenzia principalmente effetti citotossici.
| pochi studi attualmente disponibili sugli effetti delle esposizioni a basse dosi di
NM ingegnerizzati evidenziano effetti genotossici, ossidativi ed inflammatori che
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potrebbero essere implicati nell’instaurarsi di un processo di cancerogenesi. La
maggior parte di questi riguarda nanotubi di carbonio e particelle di ossidi me-
tallici che possono indurre danno al DNA, sia direttamente sia indirettamente,
tramite l'induzione di stress ossidativo. Gli effetti cellulari dei NM sono influenzati
dalle dimensioni, dalla elevata area di superficie e dalle proprieta chimico-fisiche
(quali contaminanti metallici o cariche di superficie) che ne determinano la reat-
tivita e lo stato di aggregazione. Tali proprieta rendono complesso lo studio degli
effetti e del loro meccanismo d’azione.

Esistono alcune evidenze sperimentali che le nanoparticelle (NP) ingegnerizzate
possano penetrare nella circolazione sistemica e raggiungere vari organi ed ap-
parati. Le principali vie di assorbimento sembrano essere costituite dal polmone,
dalla mucosa nasale, dalla cute e dall’apparato gastroenterico, con conseguente
accumulo in molti tessuti quali rene, muscoli, milza e femore (Singh et al., 2006).
Relativamente agli effetti a livello di organo e di apparato, la maggior parte degli
studi riguarda gli effetti sui sistemi respiratorio, nervoso e cardiovascolare, osser-
vati in vivo su topi e ratti, mentre pochi dati sono attualmente disponibili riguardo
i sistemi immunitario e cutaneo.

Diversi studi hanno mostrato come i NM ingegnerizzati, in particolare i nanotubi
di carbonio e le NP contenenti metalli, possano indurre stress ossidativo e processi
di inflammazione polmonare. La maggior parte degli studi riguarda i nanotubi di
carbonio (CNT), i cui effetti negativi sul sistema respiratorio sembrano essere in
relazione con la tossicita su differenti popolazioni cellulari, la capacita di deter-
minare fibrosi, I'attivita asbesto-simile, il bioaccumulo e i livelli potenzialmente
bassi di biodegradazione di tali NM. In particolare sono state osservate alcune
somiglianze tra le proprieta patogenetiche dei nanotubi di carbonio a parete mul-
tipla e quelle delle fibre di asbesto riconducibili a risposte inflammatorie e stress
ossidativo.

Gli studi in vivo sugli effetti delle NP sul sistema nervoso centrale (SNC) riguar-
dano principalmente le NP metalliche ed evidenziano effetti neurotossici dovuti
principalmente ad induzione di stress ossidativo. E noto che le NP, assorbite prin-
cipalmente attraverso la via inalatoria, hanno la capacita di dislocare dal sito di
penetrazione per poi raggiungere il SNC attraverso un meccanismo di trasporto
trans-sinaptico o direttamente captate nel SNC attraverso le terminazioni nervose
della mucosa nasale (nervo olfattivo e nervo trigemino) e tracheobronchiale (af-
ferenze del nervo vago). Le NP inalate, inoltre, attraversano la barriera respiratoria
e tramite il torrente circolatorio possono raggiungere il SNC attraversando la bar-
riera emato-encefalica (BEE) nei casi in cui questa, come avviene in alcune con-
dizioni patologiche, non & completamente funzionante.
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Gli studi sui possibili effetti delle NP ingegnerizzate sull’apparato cardiovascolare
riguardano prevalentemente osservazioni in vivo su topi e ratti esposti a nanotubi
di carbonio (CNT) ed evidenziano effetti sullo sviluppo di ateromi, trombosi ar-
teriosa e aggregazione piastrinica, anche se alcuni presentano criticita per dosi
utilizzate, via di somministrazione e basso numero di animali impiegati. Altri
studi hanno valutato i possibili effetti dei CNT sull’infiammazione sistemica, che
¢ ormai considerata uno dei fattori principali predisponenti all’aterosclerosi, evi-
denziando una significativa attivazione da parte dei nanotubi di carbonio a pa-
rete multipla (MWCNT) e dei nanotubi di carbonio a parete singola (SWCNT) -
ma in particolare dei MWCNT - dei parametri di infiammazione sistemica quali
granulociti, IL-6, CXCL1, IL-5, CCL11, CCL22, e dei biomarcatori di attivazione
dei neutrofili.

| pochi dati riguardanti gli effetti a livello immunologico suggeriscono la possi-
bilita che le NP, una volta raggiunta la circolazione sistemica, interagiscano con
le proteine circolanti o presenti sulla superficie delle cellule determinando una
risposta autoimmunitaria, oppure che interferiscano con i processi di opsoniz-
zazione, e quindi con la clearance di materiale estraneo (es. microorganismi)
normalmente eliminato in virtu di tale processo, o ancora che attivino il com-
plemento, attivazione che pud essere benefica o dannosa, a seconda delle cir-
costanze.

L'esposizione cutanea a NP puo determinare effetti locali sulla cute o essere una
via d’'ingresso di questi materiali nel circolo sistemico. Sull’argomento & comun-
gue necessario compiere ulteriori studi, con indagini specifiche sulle varie tipo-
logie di NP, perché diversi materiali possono avere diffusione ed effetti diversi
sulla cute in relazione alle dimensioni ed alla composizione chimica. Attualmente
le informazioni maggiori provengono dall’industria farmaceutica, che ha studiato
I'effetto delle NP di ossido di zinco (ZnO) e di biossido di titanio (TiO,) utilizzate
per la formulazione di creme protettive, mentre pochissime informazioni sono
disponibili per le altre tipologie di NP.

La figura 5.1 mostra la biocinetica delle NP. Molte vie di assorbimento e traslo-
cazione sono gia state accertate, mentre altre vie sono ancora ipotetiche e ne-
cessitano di ulteriori studi (Oberdoster et al., 2005).

In questo capitolo vengono riportati i principali studi attualmente disponibili
sugli effetti biologici indotti dai NM ingegnerizzati sia a livello molecolare-cellu-
lare (approfondendo principalmente quelli genotossici e citotossici che permet-
tono di capire il meccanismo d’azione di tali materiali) (figura 5.2) sia a livello di
organo e apparato (riportando gli effetti immunologici, cutanei, respiratori, sul
sistema nervoso centrale e cardiovascolare).
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Figura 5.1 Biocinetica delle NP. SNC, sistema nervoso centrale. SNP, sistema nervoso periferico. (Tratta da Oberdoster et al.,

2005).
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Verranno presi in considerazione NM quali nanotubi di carbonio a parete singola
(SWCNT) e multipla (MWCNT), fullereni, NP contenenti metalli (metalli e ossidi
di metalli) e quantum dot, considerati rappresentativi di quelli gia presenti in com-
mercio, o che saranno presenti a breve, sui quali effettuare studi di tossicologia,
e presenti nella lista pubblicata dall’'OECD (Organisation for Economic Co-opera-

tion and Development), riportata nel Capitolo 1.
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Figura 5.2 Effetti citotossici e genotossici delle NP

5.1. Effetti genotossici ed ossidativi

La maggior parte degli studi sugli effetti dei NM utilizza esposizioni a concentrazioni
molto elevate. Pitl recentemente diversi studi che utilizzano basse concentrazioni di
NM ingegnerizzati hanno evidenziato danno al DNA, effetti ossidativi ed infiammatori
che potrebbero essere implicati nell’instaurarsi di un processo di cancerogenesi (Singh
et al., 2009), anche se permangono molte incertezze ed i risultati sono ancora con-
trastanti. Tra questi studi, la maggior parte riguarda nanotubi di carbonio e particelle
di ossidi metallici che possono provocare danno al DNA sia direttamente sia indiret-
tamente, tramite I'induzione di stress ossidativo. Gli effetti genotossici indotti dai NM
sono influenzati dalle dimensioni, dalla elevata area di superficie e dalle proprieta
chimico-fisiche (quali contaminanti metallici o cariche di superficie) che ne determi-
nano la reattivita e lo stato di aggregazione. Tali proprieta conferiscono ai NM capa-
cita genotossiche imprevedibili che ne rendono complesso lo studio degli effetti e
del meccanismo d'azione (Yang et al., 2008). A seconda delle dimensioni e dello
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stato di aggregazione, i NM possono entrare nella cellula attraverso diffusione pas-
siva, endocitosi mediata da recettori di membrana o endocitosi mediata da proteine
di membrana, quindi possono penetrare nel nucleo mediante diffusione attraverso la
membrana nucleare (se sufficientemente piccoli), trasporto attraverso i complessi dei
pori nucleari o in seguito al dissolvimento della membrana nucleare durante la divi-
sione cellulare (se di dimensioni maggiori o in aggregati). Una volta nel nucleo, pos-
sono interagire con il DNA o con le proteine istoniche inducendo danno al materiale
genetico in modo diretto, oppure indirettamente attraverso I'inibizione delle proteine
nucleari implicate nei processi di replicazione e trascrizione. Il danno genotossico puo
essere anche indotto indirettamente attraverso I'interazione con altre proteine cellu-
lari, come quelle implicate nei processi di divisione cellulare, attraverso I'induzione di
radicali liberi dell’ossigeno, I'induzione di fenomeni infiammatori, oppure per altera-
zione della funzione di proteine implicate nella risposta riparativa al danno al DNA.
La tabella 5.1 riassume i principali meccanismi d'azione ipotizzati dagli studi attual-
mente disponibili sugli effetti genotossici e citossici dei NM.

5.1.1. Nanomateriali a base di carbonio

Nanotubi di carbonio (CNT)

Lo studio degli effetti genotossici da nanotubi di carbonio (CNT) e di notevole impor-
tanza data la somiglianza con I'asbesto, del quale & nota la capacita di indurre danno
al materiale genetico e carcinogenesi mediata dalla elevata biopersistenza, generazione
locale di radicali liberi e conseguente prolungata risposta inflammatoria. Gli studi sugli
effetti genotossici ed ossidativi attualmente disponibili sui nanotubi di carbonio a parete
singola (SWCNT) o multipla (MWCNT) sono alquanto contradditori probabilmente in
relazione alla variabilita del materiale utilizzato (purezza, dimensioni, forma, presenza
di contaminanti metallici, funzionalizzazione), del mezzo di dispersione, della presenza
di cariche di superficie, delle condizioni espositive che non sempre vengono dettaglia-
tamente descritti. | NM fibrosi possono indurre genotossicita sia per interazione diretta
con il DNA (SWCNT sono stati osservati nel nucleo) o con il fuso mitotico sia indiretta-
mente tramite stress ossidativo e risposte infiammatorie (Migliore et al., 2010). Studi
in vivo su ratti e topi hanno indicato che SWCNT possono indurre stress ossidativo e ri-
sposta infiammatoria (Folkman et al. 2009, Jacobsen et al. 2009). Induzione di infiam-
mazione, fibrosi e granuloma del polmone in topi esposti a MWCNT é stata riportata
in uno studio pilota da Poland et al. (2008) e in studi a pit lungo termine tali nanotubi
sembrano promuovere anche lo sviluppo di mesotelioma (Sakamoto 2009, Takagi
2008). Mentre in altri studi non sono stati evidenziati effetti ossidativi o infammatori
in topi e ratti esposti a MWCNT (Mitchell et al. 2007, Elgrabli et al., 2008).
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La maggior parte degli studi in vitro effettuati finora sui nanotubi di carbonio riguarda
quelli a parete singola SWCNT ed evidenzia stress ossidativo e danno al DNA in diversi
tipi cellulari. In particolare sono stati osservati generazione di radicali liberi, accumulo
di prodotti di perossidazione e riduzione dell’attivita antiossidante in cheratinociti
umani (Shvedova et al., 2003a), induzione di specie reattive dell'ossigeno (ROS) in
cellule polmonari di ratto (Sharma CS et al., 2007), generazione di ROS e danno al
DNA in cellule mesoteliali umane (Pacurari et al., 2008) e danno al DNA in cellule
bronchiali umane (BEAS-2B) (Lindberg et al., 2009). Lindberg, in particolare, ha va-
lutato in BEAS-2B gli effetti indotti dall’esposizione a nanotubi di carbonio commer-
ciali (SWCNT >50%, altri CNT ~ 40%) per tempi di 24, 48 e 72 ore, mediante comet
test e test del micronucleo (MN). Un aumento dose-dipendente del danno al DNA,
con effetti piu evidenti per le esposizioni pit lunghe, & stato evidenziato con il comet
test, mentre il test del micronucleo ha mostrato un effetto evidente solo dopo 48
ore di esposizione. La genotossicita trovata in questo studio puo essere dovuta alla
natura fibrosa dei materiali utilizzati e alla presenza di metalli (Co e Mo). Anche per
lo studio di Pacurari et al., (2008) — effettuato su cellule mesoteliali umane esposte
a SWCNT contenenti contaminanti metallici (Ni, Y e Fe) e nel quale si & evidenziata
generazione di ROS e danno al DNA, valutato mediante comet test — ¢ stato ipotiz-
zato che I'induzione di danno al DNA, imputabile in parte allo stress ossidativo, po-
trebbe essere dovuta non solo alla presenza di metalli come impurezze, ma anche
alla capacita dei SWCNT di generare ROS.

Secondo alcuni studi (Jacobsen et al., 2008; Zeni et al., 2008), i SWCNT ad elevata pu-
rezza non sembrano causare rotture al DNA o aumentare la frequenza di mutazioni,
mentre in altri & stata osservata I'induzione di danno al DNA. In particolare Jacobsen
et al. (2008) — in uno studio che utilizza I'Fpg comet test per valutare il danno diretto e
ossidativo al DNA in cellule epiteliali polmonari murine esposte a SWCNT ad elevata
purezza — non hanno riscontrato rotture al DNA ma induzione di danno ossidativo.
Mentre un danno al DNA in fibroblasti polmonari di hamster cinese (V79) esposte a
SWCNT puri e stato osservato mediante comet test da Kisin et al. (2007).

In uno studio che utilizzava sia SWCNT che MWCNT commerciali si sono evidenziate
induzione di ROS e diminuzione del potenziale di membrana in macrofagi di ratto e cel-
lule polmonari umane, mentre SWCNT purificati con trattamento acido non inducevano
effetti; tale risultato suggerisce che la responsabilita degli effetti biologici possa essere
ascritta ai metalli in traccia associati ai nanotubi commerciali (Pulskamp et al., 2007).

Il potenziale genotossico dei MWCNT purificati € stato riportato da Muller et al. (2008a),
che hanno utilizzato due approcci complementari basati sul test del MN effettuato in
vivo (dopo somministrazione intratracheale) e in vitro (su cellule polmonari di ratto).
Tale studio ha dimostrato che i MN derivano sia da eventi clastogenici sia da eventi
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aneugenici. Inoltre i MWCNT possono indurre mutazioni puntiformi che possono essere
responsabili della loro carcinogenicita (Zhu et al., 2007). Comunque, un recente studio
di Wirnitzer et al. (2009) ha rilevato che agglomerati di MWCNT (baytubes) non mo-
strano attivita genotossica (induzione di aberrazioni cromosomiche) in cellule VV79.

Fullereni

| fullereni vengono considerati meno tossici dei nanotubi di carbonio. Diversi studi
hanno dimostrato che i fullereni hanno proprieta antiossidanti e che non eviden-
ziano effetti cito-genotossici significativi mentre altri hanno evidenziato I'induzione
di danno ossidativo, rotture al DNA, incremento di MN, mutagenicita e aberrazioni
cromosomiche (Singh et al., 2009). In particolare I'esposizione orale a basse dosi di
Cgo induce la formazione di elevati livelli di 8-ossi-7,8-diidro-2’-deossiguanosina (8-
oxod@) nel fegato e nei polmoni di ratto (Folkmann et al., 2009). Dispersioni colloidali
di fullereni Cgq in acqua hanno mostrato effetti genotossici su linfociti umani valutati
mediante comet test (Dhawan et al., 2006). Inoltre un recente studio ha dimostrato
che I'esposizione a Cgq induce la formazione di MN in cellule polmonari A549 e
danno al DNA su polmoni di topo (Totsuka et al., 2009).

La discrepanza dei risultati finora ottenuti sugli effetti genotossici dei fullereni sembra
essere dovuta a fattori quali la durata dell’esposizione, la preparazione e il tipo cel-
lulare, e il confronto dei dati, non essendo stata effettuata alcuna caratterizzazione
chimico-fisica, risulta di difficile attuazione.

5.1.2. Nanoparticelle di metalli e ossidi metallici

Gli ioni dei metalli di transizione (cadmio, cromo, cobalto, rame, ferro, nichel, titanio
e zinco), rilasciati da certe NP, possono indurre la produzione del radicale idrossilico
(‘OH), una delle principali specie che danneggiano il DNA. Inoltre il Fe(ll) pud causare
la produzione di H,0, dall’O, molecolare. Nanoparticelle di metalli quali argento e
cobalto hanno mostrato effetti genotossici tra cui aumentata espressione e fosfori-
lazione di p53, rotture della catena del DNA e aberrazioni cromosomiche. Anche NP
di oro hanno mostrato capacita di indurre danni al DNA indirettamente, attraverso
una risposta ossidativa che dipende dal tipo cellulare e dalle dimensioni delle parti-
celle. Le NP di ossidi metallici (TiO,, ZnO, SiO,, Fe,O,) attraversano la membrana cel-
lulare e si concentrano nella regione perinucleare inducendo indirettamente un danno
genotossico tramite la promozione di stress ossidativo (Sharma et al., 2009; Park et
al., 2008a) e risposta infiammatoria, oppure possono entrare nel nucleo (TiO, e SiO5),
dove formano aggregati con le proteine nucleari della trascrizione e replicazione, ini-
bendole e quindi inducendo danni al materiale genetico. Uno studio in vitro di Kar-
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Isson et al., (2008) ha confrontato gli effetti genotossici di particelle di ossidi di metalli
(CuO, TiO,, ZnO, CuZnFe,0y4, Fe30,, Fe;03) con quelli di NP di carbonio e di MWCNT
su cellule A549 mediante comet test e dosaggio dei ROS con 2’,7'-diclorofluoresceina
diacetato (DCFH-DA). Tutte le particelle, ad eccezione degli ossidi di rame, causavano
danno al DNA dopo 4 ore di esposizione; quelle di CuO si sono rivelate le pit potenti,
seguite da TiO,. Le particelle di CuO, inoltre, hanno causato il danno ossidativo piu
elevato, mostrandosi come |'unica specie in grado di indurre un incremento intracel-
lulare di ROS.

Le particelle di TiO, inducono scambi tra cromatidi fratelli (SCE), aumento della fre-
quenza di MN, danno al DNA, aumento della frequenza delle mutazioni del gene
per I'ipoxantina-guanina fosforibosil transferasi (HPRT) e induzione di delezioni del-
I'ordine di kilobasi in fibroblasti transgenici di topo (MEF) (Singh et al., 2009). Co-
mungque non tutti gli studi sono concordi sulla genotossicita di tali materiali. Inoltre
la risposta cellulare indotta da NP di TiO, dipende dalle dimensioni e dalla forma e
purtroppo gli studi disponibili non sempre forniscono informazioni sufficienti per
poter confrontare i risultati ottenuti. La IARC ha classificato le particelle di TiO, nel
gruppo dei possibili cancerogeni per I'uomo (Gruppo 2B) sulla base di sufficienti evi-
denze sperimentali su animali. Induzione di carcinoma polmonare & stata evidenziata
in topi e ratti in seguito ad inalazione o instillazione tracheale di particelle di TiO,
(Pott e Roller, 2005 e Baan et al., 2006) ed effetti genotossici (induzione di MN e
danno al DNA) ed ossidativi (induzione di 8-idrossi-2 deossiguanosina) in topi esposti
a NP di TiO, presenti nell’acqua da bere (Trouiller et al., 2009). Nanoparticelle di
ossidi di ferro vengono generalmente ricoperte con polietilenglicole (PEG), destrano
o dendrimeri (dendrimers), per migliorare la solubilita e la biocompatibilita, oppure
con molecole complesse quali anticorpi, peptidi, ormoni o farmaci, che ne migliorano
le applicazioni cliniche; tuttavia la stabilita di queste sostanze di rivestimento e ancora
sconosciuta.

5.1.3. Quantum dot (QD)

Molto preliminari sono le informazioni attualmente disponibili sugli effetti genotossici
dei QD, che si compongono di un nucleo di elementi metallici, tra cui alcuni alta-
mente tossici (Cd, Te, Se e Pb), da un rivestimento protettivo (cap/shell), costituito
prevalentemente da ZnS, e da gruppi funzionali o di “coating” (gruppo carbossilico,
gruppo amminico e polietilenglicole), che li rendono sufficientemente idrofilici, ne
migliorano la biocompatibilita e bioattivita e li rendono piu stabili, riducendone
I'eventuale tossicita (Singh et al., 2009). | QD che penetrano attraverso i pori della
membrana nucleare possono interagire con le proteine istoniche del DNA inducendo
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rotture della catena, attivazione di geni quali p53 e condensazione cromatinica. L'ag-
giunta di gruppi di rivestimento (es. ZnS) sembra avere un effetto protettivo poiché
riduce la cito-genotossicita, come evidenziato in studi recenti, anche se la stabilita a
lungo termine del rivestimento protettivo non e stata adeguatamente testata. Se il
QD e trattenuto nell’organismo per un periodo di tempo molto lungo, il rivestimento
protettivo pud essere degradato in condizioni fotolitiche e ossidative, con conseguenti
penetrazione attraverso i pori della membrana nucleare ed induzione di effetti cito-
genotossici (Landsiedel et al., 2009). Numerosi studi dimostrano gli effetti protettivi
che il solfuro di zinco conferisce ai QD riducendone la tossicita. Anche il processo di
preparazione e quello di purificazione del materiale costituiscono fattori importanti
che potrebbero influenzare la genotossicita dei QD. Alcune evidenze dimostrano I'in-
terazione dei QD con il nucleo cellulare, ma pochi studi si sono focalizzati in modo
specifico sulla genotossicita di tali materiali.

5.1.4 Conclusioni

In conclusione, ad oggi sono disponibili informazioni relativamente limitate sulla ge-
notossicita dei NM ingegnerizzati. La maggior parte degli studi in vitro effettuati finora
ha utilizzato il comet test — che valuta I'induzione di danno diretto o ossidativo al DNA
e che ha fornito risultati positivi per i fullereni, i SWCNT e MWCNT, le particelle di TiO,,
i QD con CdSe/ZnS, le NP d'oro — e il test del MN — che valuta effetti sia clastogeni sia
aneugenici e che ha fornito risultati positivi per le particelle di TiO5, SiO,, CoCr, ossido
di zinco, TiO, + irradiazione UV-vis (Landsiedel et al., 2009; Lindberg et al., 2009). Gli
studi in vivo eseqguiti prevalentemente su topi e ratti riguardano principalmente i na-
notubi di carbonio, che possono indurre stress ossidativo, inflammazione, fibrosi e
granuloma del polmone in topi (Poland et al., 2008), i fullereni, che inducono stress
ossidativo e danno al DNA in ratti (Folkmann et al., 2009, Totsuka et al., 2009), e,
piu recentemente, le NP di TiO,, che inducono effetti genotossici ed ossidativi in topi
(Trouiller et al., 2009).

| risultati di molti studi sono contradditori principalmente a causa della mancanza di
informazioni dettagliate sulle caratteristiche chimico-fisiche dei materiali utilizzati e
sul processo di produzione, ma anche sui mezzi di dispersione e i trattamenti utilizzati
per la dispersione che possono influenzare I'uptake cellulare, I'interazione con le ma-
cromolecole biologiche e quindi la tossicita. E necessario inoltre effettuare ulteriori
studi di genotossicita con I'utilizzo simultaneo di piu test, tenendo in considerazione
la capacita dei NM di interagire con i fluidi biologici, con i mezzi di dispersione, con
i coloranti ed altri reagenti in grado di influenzare i risultati. Inoltre, dato che la mag-
gior parte degli studi di genotossicita effettuati finora in vitro ha preso in considera-
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zione tempi brevi di esposizione, sarebbe auspicabile avviare studi sugli effetti dovuti
a esposizioni a tempi piu lunghi.

Tabella 5.1 Meccanismi d'azione dei NM

Nanomateriali Meccanismi d'azione

SWCNT Diminuzione della capacita di adesione cellulare, riduzione della
proliferazione cellulare, induzione di apoptosi. Stress ossidativo
e danno al DNA

MWCNT Penetrazione nella cellula e riduzione della vitalita cellulare e
rilascio di IL-8. Generazione di ROS. Infiammazione, fibrosi e
granuloma del polmone e sviluppo di mesotelioma.

Considerati meno tossici dei CNT. Produzione di ROS, induzione di danno al DNA,
mutagenicita e induzione di aberrazioni cromosomiche e micronuclei.

Ti02, Zn0, Induzione di danno al DNA tramite produzione di ROS e risposta
Si0; e FexOx |  infiammatoria.

Al,0, Produzione di ROS
Risposta pro-infiammatoria

Tio, Induzione produzione di ROS, SCE, aumento della frequenza dei
micronuclei e carcinoma polmonare.

Deplezione di glutatione e stress ossidativo come risultato della
foto attivita e proprieta redox. Distruzione della membrana.

Zno Produzione di ROS. Dissoluzione e rilascio di cationi tossici.
Danno lisosomiale. Infiammazione.

Ag Dissoluzione e rilascio di Ag”, inibizione enzimi respiratorie
produzione di ATP. Produzione di ROS. Distruzione dell'integrita di
membrana e dei processi di trasporto.

AgeCo Aumentata espressione e fosforilazione di p53, rotture della
catena di DNA e aberrazioni cromosomiche.

CdSe Dissoluzione e rilascio di ioni Cd e Se tossici.

o . 2. . . o
Fe 0, liberazione Fe”". Interferenza con il trasporto degli ioni della
membrana cellulare.

Cu0 Induzione di danno al DNA e stress ossidativo

Penetrazione nel nucleo della cellula attraverso la membrana e induzione di rotture
della catena del DNA, attivazione di p53 e condensazione cromatinica.
La presenza di ZnS riduce la cito-genotossicita.

5.2 Effetti citotossici

Gli studi attualmente disponibili sugli effetti citotossici dei NM sono numerosi e mo-
strano un’ampia variabilita tra le diverse NP per quanto concerne I'abilita di causare
effetti tossici (Tabella 5.1). Tale variabilita & influenzata dalle dimensioni, dalla elevata
area di superficie e dalle proprieta chimico-fisiche (contaminanti metallici o cariche di
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superficie) che ne determinano lo stato di aggregazione, la penetrabilita, la reattivita
e che rendono complesso lo studio degli effetti e del loro meccanismo d'azione.

5.2.1. Nanomateriali a base di carbonio

Nanotubi di carbonio a parete singola (SWCNT)

Cui et al. (2005) trattarono cellule embrionali umane del rene con SWCNT e riscontra-
rono una diminuzione dose e tempo-dipendente della capacita di adesione delle cellule,
una riduzione della proliferazione cellulare, un aumento nell'induzione dell’apoptosi e
un‘alterata regolazione del ciclo cellulare. Manna et al. (2005) utilizzando quattro diversi
tipi cellulari — cheratinociti umani, cellule di carcinoma della cervice uterina (Hela), cel-
lule alveolari umane (A549), cellule di carcinoma polmonare (H1299) — osservarono
stress ossidativo ed una diminuzione dose-dipendente della vitalita cellulare.

Alcuni studi evidenziarono che i SWCNT funzionalizzati provocano effetti citotossici
inferiori rispetto a quelli purificati. Shi Kam et al. (2004) dimostrarono che nanotubi
a parete singola funzionalizzati con gruppi carbossilici, biotina e fluoresceina non evi-
denziavano significativa tossicita nella linea cellulare HL60 (linea leucemica umana)
e nella linea cellulare Jurkat T (linfociti T helper derivati da cellule leucemiche umane)
dopo un’ora di esposizione. Sayes et al. (2006a) valutarono la citotossicita di tre dif-
ferenti campioni di SWCNT in una linea cellulare di fibroblasti umani. In questo studio
vennero utilizzati tre campioni di SWCNT funzionalizzati — SWCNT-fenil-SO3H,
SWCNT-fenil-(COOH),, SWCNT-fenil-SOsNa — e un campione di nanotubi stabilizzato
con un tensioattivo (Pluronic F108). Gli autori rilevarono che i nanotubi diventavano
meno citotossici all'aumentare del livello di funzionalizzazione sulla parete laterale.
Inoltre, i SWCNT funzionalizzati sulla parete laterale apparivano meno citotossici di
quelli stabilizzati con tensioattivo.

Diverse ipotesi sono state proposte per spiegare la citotossicita indotta dai SWCNT.
Una di queste ¢ legata all'uso di catalizzatori metallici nella produzione dei nanotubi.
Uno studio condotto sui cheratinociti umani (HaCaT) (Shvedova et al., 2003a) esposti
a SWCNT rilevava una citotossicita dose e tempo-dipendente. L'esposizione a concen-
trazioni elevate per lunghi periodi di tempo provocava un aumento dello stress os-
sidativo, una riduzione dei livelli di glutatione ed alterazioni ultrastrutturali e
morfologiche a livello del nucleo e dei mitocondri. Gli autori, inoltre, notarono che
I'aggiunta di un chelatore dei metalli si accompagnava a una diminuzione della cito-
tossicita; cid lasciava supporre che i residui del ferro utilizzato come catalizzatore
potessero giocare un ruolo importante nell’induzione della citotossicita osservata.
L'aggregazione delle particelle sembra essere un fattore importante nella citotossicita
delle NP, ma i risultati di studi condotti da autori diversi mostrano risultati discordanti.
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Lo scopo del lavoro di Wick et al., (2007) era determinare come I'agglomerazione
possa influenzare la citotossicita dei SWCNT. Gli autori utilizzarono quattro differenti
soluzioni di nanotubi: la materia prima coinvolta nella produzione dei nanotubi, gli
agglomerati di nanotubi risultanti dal processo di sintesi, fasci di nanotubi ed il pellet
di nanotubi ottenuto dalla centrifugazione degli agglomerati. L'aggregazione si veri-
ficava in tutte le frazioni di nanotubi, eccetto nei fasci di nanotubi che erano ben dis-
persi. | fasci di nanotubi non provocavano effetti negativi nelle cellule e cio confermava
I'ipotesi che agglomerati di SWCNT provocassero effetti citotossici. | risultati di uno
studio precedente (Tian et al., 2007), nel quale si utilizzavano soluzioni di nanotubi a
parete singola non purificati e soluzioni in cui i metalli erano stati rimossi, mostrava
una citotossicita piu bassa con i nanotubi non purificati. Gli autori proponevano che
la piti bassa citotossicita dei nanotubi non purificati fosse un risultato della loro ag-
gregazione in particelle pit grandi e quindi meno tossiche. Cid contraddiceva il ra-
gionamento di Wick et al. (2007), secondo il quale gli agglomerati di nanotubi
sarebbero citotossici per la loro rigidita e per le maggiori dimensioni, che li portano
ad emulare gli effetti indotti dalle fibre di amianto. Nonostante i risultati contrastanti
ottenuti possano essere legati all'uso di due differenti linee cellulari, I'effetto dell’ag-
gregazione dei nanotubi di carbonio non risulta accertato.

Nanotubi di carbonio a parete multipla (MWCNT)

Studi sui MWCNT hanno dato risultati simili a quelli ottenuti per i SWCNT. Nei cher-
atinociti umani (HEK) esposti a concentrazioni crescenti (da 0.1, 0.2, 0.4 mg/ml) di
MWCNT (Monteiro-Riviere et al., 2005) é stata riscontrata, tramite microscopia elet-
tronica a trasmissione, la presenza di nanotubi in vacuoli all'interno del citoplasma,
liberi nel citoplasma e vicino al nucleo. La percentuale di cellule contenenti nanotubi
aumentava da 56% a 24 h a 84% dopo 48 h di esposizione alla dose piu elevata. In-
oltre, i MWCNT provocavano una diminuzione dose e tempo-dipendente della vitalita
cellulare ed un aumentato rilascio di citochina IL-8 alle concentrazioni piu elevate.
Mentre lo studio svolto da Shvedova et al. (2003a) sui SWCNT proponeva che la cito-
tossicita potesse essere dovuta alla presenza di metalli catalizzatori, la mancanza di
particelle di catalizzatori in queste soluzioni di MWCNT suggeriva che gli stessi nan-
otubi di carbonio fossero potenzialmente pericolosi. Gli autori ipotizzarono che la cito-
tossicita dei nanotubi fosse dovuta all’adesione degli stessi alla membrana cellulare o
alla loro internalizzazione. Sato et al. (2005) trovarono aggregati di MWCNT nel cito-
plasma delle cellule monocitarie umane THP-1. Bottini et al. (2006) osservarono una
citotossicita dose e tempo-dipendente nei linfociti T e nelle cellule Jurkat leucemiche.
Inoltre, sia i nanotubi puri sia quelli ossidati inducevano apoptosi dose e tempo-di-
pendente nei linfociti T. Gli autori notarono che i MWCNT puri erano meno citotossici

137



Effetti sulla salute dei nanomateriali ingegnerizzati

di quelli ossidati. De Nicola et al. (2008) presentarono una valutazione tossicologica
di differenti tipi di nanotubi sulle cellule Jurkat tumorali linfocitiche umane. | risultati
indicavano che i nanotubi inducevano apoptosi, accelerando la transizione alla necrosi
secondaria, aumentando d’intensita I'apoptosi indotta da agenti di danneggiamento,
ed inducendo una iperpolarizzazione della membrana di plasma. Chiaretti et al.
(2008) studiarono gli effetti dei MWCNT sulla proliferazione di tre differenti linee cel-
lulari. La linea cellulare umana di adenocarcinoma della mammella MCF-7 mostrava
una significativa inibizione della proliferazione per tutte le condizioni esaminate, men-
tre le cellule muscolari lisce arteriose umane primarie hSMC dimostravano una ridu-
zione della crescita cellulare solo per le piu alte concentrazioni di MWCNT dopo 72
ore d'incubazione. Invece, nessuna modificazione della crescita si osservava nella
linea cellulare cancerosa colorettale umana Caco-2. Questi sorprendenti risultati si
accordano allo studio di Pulskamp et al. (2007) che non hanno determinato alcuna
tossicita acuta nella vitalita cellulare e nell’apoptosi in due linee cellulari, quella dei
macrofagi alveolari del ratto NR8383 e quella epiteliale polmonare umana A549.
Inoltre, il trattamento con MWCNT in entrambe le linee cellulari non induceve alcun
rilascio di mediatori inflammatori, ma produceva un incremento delle specie reattive
dell’ossigeno intracellulari (ROS), dipendente dalla dose e dal tempo. Anche il buc-
kypaper di nanotubi in carbonio a parete multipla diminuiva la proliferazione delle
linee cellulari umane cancerose colorettali (Caco-2), della mammella (MCF-7) gia men-
zionate nel paragrafo precedente, ma si rivelava particolarmente efficace in quelle leu-
cemiche promielotiche HL-60, come scoperto da Bellucci et al. (2009), che allo stesso
tempo non riscontravano alcun effetto inibitorio di questo film di nanotubi multiparete
nella proliferazione e nella viabilita di due linee di cellule primarie normali, quali le cel-
lule muscolari lisce arteriose umane primarie hSMC ed i fibroblasti dermici (HF).

Jia et al. (2005) evidenziarono una diminuzione della vitalita cellulare dose e tempo-
dipendente dopo esposizione dei macrofagi alveolari a MWCNT purificati al 95%.
Mentre questi autori trovarono un andamento dose-dipendente della citotossicita,
Flahaut et al. (2006) trovarono una diminuzione della vitalita nelle cellule endoteliali
del cordone ombelicale umano (HUVEC) con diluizioni delle loro soluzioni di MWCNT.
Benché gli autori abbiano concluso che i nanotubi utilizzati non fossero tossici, si
rilevo tuttavia che la vitalita cellulare sembrava diminuire per esposizioni a concen-
trazioni decrescenti di nanotubi con un’elevata area superficiale. Questo risultato ve-
niva attribuito dagli autori all’aggregazione dei nanotubi o alla loro aumentata
interazione con le cellule per I'elevata dispersione alle concentrazioni piu basse.

Il lavoro di Muller et al. (2005) dimostrava che i MWCNT pill corti sono piu tossici di
quelli pit lunghi. In questo studio sono stati utilizzati macrofagi peritoneali esposti a
MWCNT purificati ed a MWCNT purificati e frantumati con un mulino a vibrazione (che
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riduce la lunghezza dei nanotubi, ma non ha nessuna influenza sulle altre caratteristiche
del materiale). La citotossicita e I'espressione del TNF-a dei MWCNT purificati erano
significativamente piu basse di quelle dei MWCNT purificati e frantumati. Inoltre, i
MWCNT purificati e frantumati si mostravano simili all’amianto e al nerofumo sia nella
regolazione dell’'espressione del TNF-a sia per la capacita di indurre una citotossicita
dose-dipendente.

Fullereni

Dai numerosi studi condotti &€ emerso che la risposta citotossica indotta dai fullereni
dipende dal tipo cellulare impiegato. Infatti, nessun effetto citotossico si riscontra in
linee cellulari di macrofagi, mentre in altri tipi cellulari si evidenzia un effetto cito-
tossico dose-dipendente. Fiorito et al. (2006) non trovarono risposte citotossiche in-
dotte dai fullereni purificati nei macrofagi murini. Gli autori osservarono che i C60
avevano un basso assorbimento cellulare, non stimolavano il rilascio di ossido nitrico
e non inducevano apoptosi in confronto alla grafite ed ai SWCNT. Jia et al. (2005),
dopo aver incubato per 6 ore macrofagi alveolari con Cgq (226 pg/cm?), non riscon-
tarono una significativa tossicita. Porter et al. (2006) studiarono gli effetti dei C60
nei monociti/macrofagi umani e non riscontrarono una significativa citotossicita, ma
a livello subcellulare osservarono che i Cgq tendevano ad accumularsi nella cellula
(nei lisosomi, nel citoplasma, lungo la membrana nucleare e dentro il nucleo). Sayes
et al. (2004) incubarono fino a 48 ore quattro differenti derivati dei fullereni — una
forma di aggregato del Cgq; C3; Na*;_3[C007.9(0H)q5.15]%%"; Cgo(OH),4 — con fi-
broblasti del derma umano e cellule umane del tumore epatico. Tra le concentrazioni
utilizzate solo la pit elevata (2400 ppb) risultava citotossica. L'aggiunta di gruppi fun-
zionali sulla superficie, per incrementarne la solubilita, provoca la diminuzione della
citotossicita in vitro. Infatti, tra i quattro tipi di fullereni utilizzati il Cgq purificato ri-
sultava il pit tossico, mentre il Cgq piti ricco di gruppi ossidrilici [Cgo(OH),4] non mo-
strava effetti citotossici. In uno studio piu approfondito, condotto su fibroblasti del
derma umano, cellule umane del tumore epatico ed astrociti umani normali, Sayes
etal. (2005) dimostrarono che I'apoptosi cellulare indotta dall’esposizione a Cgq era
dovuta alla perossidazione dei lipidi di membrana da parte dei radicali dell’ossigeno.
Infatti, I'aggiunta di un antiossidante, I'acido L-ascorbico, preveniva sia il danno os-
sidativo sia la tossicita indotta dai fullereni. Rouse et al. (2006) studiarono gli effetti
indotti dai fullereni funzionalizzati con amminoacidi nei cheratinociti umani (HEK).
Dopo 24 e 48 ore di esposizione furono riscontratati una diminuzione dose-dipen-
dente della vitalita cellulare ed un aumento della fagocitosi delle particelle in cellule
esposte a concentrazioni superiori a 0.004 mg/ml.
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5.2.2. Nanoparticelle di metalli e ossidi metallici

Lanone et al. (2009) valutarono gli effetti citototossici di 24 diverse NP con diametro
aerodinamico equivalente su due linee cellulari polmonari umane le A549 e le THP-
1. 1NM a base di rame e zinco apparivano piu tossici di tutti i composti testati. Ossidi
misti di rame e di zinco erano tossici come il rame o lo zinco di per sé. Nanomateriali
a base di ossidi di titanio, alluminio, cerio, argento, nichel e zirconio mostravano una
tossicita da moderata a bassa, mentre per il carburo di tungsteno non fu osservata
nessuna tossicita. L'esposizione a NM di cobalto induceva tossicita nelle cellule THP-
1 solamente nel caso di miscele nichel-cobalto-manganese; nessuna tossicita fu ri-
scontrata invece per il solo cobalto.

Braydich-Solle et al. (2005) testarono NP di argento (Ag di 15 nm), di molibdeno
(MoOj3 di 30 nm) e di alluminio (Al 30 nm), utilizzando come controllo positivo I'os-
sido di cadmio, su cellule staminali spermatogoniche di ratto (C18-4). Lo studio di-
mostro una tossicita dose-dipendente per tutte le particelle testate, mentre i
corrispondenti sali solubili non mostravano effetti significativi. Le NP di argento
erano le piu tossiche, mentre quelle di triossido di molibdeno erano le meno
tossiche. Per quanto riguarda I'apoptosi, dimostrarono che il numero di cellule
apoptotiche aumentava in modo dose-dipendente a basse concentrazioni e che
con I'aumentare della concentrazione diverse cellule diventavano necrotiche. Per le
NP di molibdeno un piccolo numero di cellule apoptotiche fu osservato a partire dalla
concentrazione di 25 pg/ml, e poche cellule necrotiche a partire da 50 pg/ml. La mag-
gior parte delle cellule appariva intatta all’osservazione al microscopio ottico a con-
trasto di fase.

Lin et al. (2006a) valutarono la citotossicita di NP di ossido di cerio (20 nm) nelle
A549. La vitalita cellulare diminuiva significativamente in funzione della dose e del
tempo di esposizione. | risultati di tale studio dimostrarono che I'esposizione a con-
centrazioni da 3.5 a 23.3 pg/ml di NP di ossido di cerio produceva nelle A549 stress
ossidativo.

5.2.3. Quantum dot (QD)

Studi effettuati su QD di CdSe ricoperti con ZnS dimostrarono I'efficacia del guscio di
ZnS nel ridurre la citotossicita di questi materiali. Infatti, i QD non ricoperti rilasciano
ioni cadmio e il cadmio induce la morte cellulare attraverso lo stress ossidativo e il
danno mitocondriale. E stato inoltre valutato da diversi autori I'effetto di un ulteriore
rivestimento di superficie sulla citossicita dei QD. Shiohara et al. (2004) studiarono la
citotossicita di tre QD di Cd/Se/ZnS rivestiti con acido mercaptoundecanoico (MUA)
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con diversa emissione spettrale (verde, giallo e rosso) in tre differenti linee cellulari. Lo
studio riveld che il rivestimento con MUA non é adatto perché aumenta la tossicita dei
QD. Hoshino et al. (2004) dimostrarono che il trattamento con il solo rivestimento dei
QD, I'acido mercaptoundecanoico (100 pg/ml), causava acuta citossicita nelle cellule
murine del linfoma a cellule T (EL-4).

Ryman-Rasmusse et al. (2007) utilizzarono cheratinociti primari umani neonatali (HEK)
per determinare la citotossicita e il potenziale infiammatorio di QD di CdSe con il gu-
scio di ZnS. 1 QD erano solubili e di due diverse dimensioni QD 565 (4.6 nm) e QD 655
(6 nm per 12 nm), ricoperti con tre differenti rivestimenti: polietilenglicole (PEG), PEG-
ammine ed acidi carbossilici. La citotossicita fu osservata per QD 565 e QD 655 rico-
perti con acido carbossilico e PEG-ammine dopo 48 ore di esposizione, ed una bassa
citotossicita fu osservata per i QD ricoperti con polietilenglicole. Voura et al. (2004) trat-
tarono cellule di melanoma (B16F10) con QD di CdSe/ZnS rivestiti con acido diidrossi-
lipoico e non notarono differenze rilevabili nella crescita di cellule di controllo e trattate
con i QD. Hanaki et al. (2003) trattarono cellule renali della scimmia verde africana
(VERO) con concentrazioni di 0.24 mg/ml di QD di CdSe/ZnS rivestiti con MUA e con
albumina di siero ovino e non trovarono effetti indotti dai QD sulla vitalita cellulare.
Lovric et al. (2005) trovarono che i quantum dot di tellururo di cadmio ricoperti con
acido mercaptopropionico e 3-mercaptoetilammina erano citotossici alla concentra-
zione di 10 pg/ml in colture cellulari di feocromocitoma di ratto; al contrario, QD di
tellururo di cadmio non ricoperti erano tossici alla concentrazione di 1 yg/ml. La morte
cellulare era caratterizzata da condensazione della cromatina e sviluppo di blebs sulla
membrana cellulare, aspetti caratteristici dell’apoptosi. La citotossicita era piu pronun-
ciata a parita di carica nei QD piu piccoli alla stessa concentrazione. Le dimensioni dei
DQ influenzano anche la distribuzione subcellulare: cationi di QD piu piccoli si localiz-
zano nel nucleo, mentre cationi piti grandi si localizzano nella matrice citoplasmatica.
| meccanismi coinvolti nella morte cellulare erano attribuiti alla presenza di Cd libero.

5.2.4 Conclusioni

In conclusione i dati disponibili mostrano effetti citotossicici ed apoptotici per i na-
notubi di carbonio (prevalentemente per quelli a parete a singola non funzionalizzati)
ma molto sembra dipendere dallo stato di aggregazione, dalla presenza di metalli
catalizzatori, dalla presenza di gruppi di funzionalizzazione, dal grado di purezza,
dalla lunghezza e dal diametro. Per quanto riguarda i fullereni, questi sembrano es-
sere meno citotossici anche se la risposta dipende dal tipo cellulare: non sono cito-
tossici per i macrofagi mentre lo sono per altri tipi di cellule. Per le NP metalliche c'e
un‘ampia variabilita nella risposta dipendente dal tipo di metallo: effetti sono stati
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osservati per NM a base di argento, rame, zinco, molibdeno, alluminio. Mentre per
i QD gli effetti osservati sono da mettere in relazione con le dimensioni e con il tipo
di rivestimento presente.

Nel complesso dagli studi disponibili emerge un’ampia variabilita negli effetti cito-
tossici osservati che dipende dalle specifiche caratteristiche dei NM utilizzati di cui e
necessario tener conto. Inoltre dato che nei diversi studi vengono solitamente utiliz-
zate elevate quantita di NM & auspicabile che vengano esequiti ulteriori studi che
utilizzino i NM piu diffusi, e quindi piu rilevanti dal punto di vista delle possibili espo-
sizioni, e a concentrazioni inferiori.

5.3. Effetti respiratori

Studi in vitro e in vivo hanno riportato che il polmone rappresenta il principale organo
bersaglio degli effetti tossici delle NP. Inoltre, la pit importante via di assorbimento
delle NP & quella respiratoria.

5.3.1. Assorbimento

Sebbene le prime vie aeree costituiscano una robusta barriera al passaggio delle NP,
lo stesso non puo dirsi per gli alveoli, che costituiscono I'area di scambi gassosi tra il
polmone ed il sangue. A questo livello, infatti, lo spessore della separazione tra i due
compartimenti si riduce a soli 5 pm. Poiché la maggior parte delle NP ingegnerizzate
& presente in ambito occupazionale e ambientale sotto forma di aerosol o sospensioni
colloidali, I’esposizione polmonare conseguente ad inalazione nelle vie aeree costi-
tuisce la via di esposizione umana pit comune per questo materiale (Maynard et al.,
2004). Linterazione delle NP ingegnerizzate con il parenchima polmonare puo variare
a seconda che le NP abbiano una forma sferica o allungata. Le NP di forma sferica si
depositano in regioni polmonari diverse in base alle dimensioni e alla struttura fisica
(Oberdoster et al., 2005). Una volta depositatesi negli alveoli, le NP di forma sferica
sono traslocate nell’interstizio polmonare, probabilmente con meccanismo di transic-
tosi, e da qui nella circolazione sistemica. Berry et al. (1997) hanno descritto per primi
la traslocazione delle NP d’oro attraverso I'epitelio alveolare instillando nei ratti per
via intratracheale NP d’oro del diametro di 30 nanometri. Diversamente dalle NP sfe-
riche, per quelle di aspetto simil-fibroso, come i nanotubi di carbonio, un ruolo chiave
ha, per la traslocazione polmonare, la loro capacita di eludere la sorveglianza dei ma-
crofagi (fagocitosi frustrata) e di potere cosi introdursi nella circolazione generale.
Questa capacita di elusione macrofagica sembra essere piu spiccata per le fibre di
lunghezza maggiore.
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5.3.2. Nanomateriali a base di carbonio

Nanotubi di carbonio (CNT)

Numerosi Autori hanno studiato gli effetti citotossici dei SWCNT e dei MWCNT su
linee cellulari polmonari umane e non. Per quanto riguarda i MWCNT é stato osservato
mediante I'MTT test che I'esposizione a 5 pg/ml di queste sostanze determina nei ma-
crofagi alveolari murini RAW 264.7, nei macrofagi umani THB-1 e nella linea cellulare
di carcinoma polmonare umano A549 effetti citotossici simili a quelli dell’asbesto (Soto
et al., 2007). Risultati simili erano stati precedentemente ottenuti su cellule RAW
264.7 e su macrofagi alveolari esposti a SWCNT e MWCNT (Murr et al., 2005; Jia et
al., 2005). Effetti citotossici di minore entita sono stati osservati esponendo cellule
A549 a concentrazioni crescenti di SWCNT (da 1.56 a 800 pg/ml). Gli effetti citotossici
maggiori sono stati osservati mediante il test dell’alamar blue, il test di incorporazione
del rosso neutrale e I'MTT alle concentrazioni di 400 ed 800 pg/ml ed in assenza di
siero (Davoren et al., 2007). Altri Autori hanno evidenziato invece che sulla stessa
linea cellulare e su macrofagi alveolari di ratto NR8383 I'esposizione a 5, 10, 50 e
100 pg/ml di MWCNT e di SWCNT purificati non ha determinato effetti tossici (Pul-
skamp et al., 2007). In particolare nessun effetto tossico é stato riscontrato con il
test WST-1 sebbene I'MTT test abbia evidenziato una diminuzione dose-dipendente
della vitalita cellulare. Questa discordanza é stata spiegata da alcuni Autori con la
capacita dei CNT di interferire con I'MTT test (Worle-Knirsch et al., 2006; Monteiro-
Riviere e Inman 2006). Numerosi studi comunque hanno dimostrato la tossicita di
gueste NP mediante altri test di vitalita cellulare. In cellule RAW 264.7, trattate con
concentrazioni di SWCNT comprese tra 12.5 e 30 pg/ml, é stata osservata un‘impor-
tante diminuzione del numero delle cellule mediante la conta cellulare (Dutta et al.,
2007). In cellule A549 e in cellule di epitelio bronchiale umano BEAS-2B il test clono-
genico ha mostrato una significativa riduzione delle dimensioni delle colonie cellulari
con dosi di SWCNT comprese tra 0 e 400 pg/ml (Herzog et al., 2007). Infine, cellule
di mesotelioma umano MSTO211H trattate con concentrazioni di SWCNT non puri-
ficati comprese tra 0 e 30 pg/ml ha provocato un’'importante riduzione della prolife-
razione cellulare (Wich et al., 2006).

I lavori presenti in letteratura dimostrano che la citotossicita dei CNT sarebbe correlata
alla presenza di impurezze metalliche. Infatti, I'esposizione delle cellule BEAS-2B a
SWCNT contenenti il 30% di ferro 0 il 20% di nichel ha determinato effetti citotossici
quali diminuzione della vitalita cellulare, riduzione dei livelli di glutatione ed aumen-
tata produzione dei radicali idrossilici (Shvedova et al., 2007b). Analoghi effetti sono
stati riscontrati in cellule A549, BEAS-2B (Herzog et al., 2007, Shvedova et al., 2004)
e in cellule RAW 264.7 (Kagan et al., 2006) esposte a SWCNT contenenti ferro a dif-
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ferenza di SWCNT purificati che hanno manifestato minimi effetti tossici (Herzog et
al., 2007; Kagan et al., 2006). Infatti, i CNT purificati non sono potenti induttori dei
radicali liberi dell’ossigeno (ROS) o dei mediatori dell'infiammazione. L'esposizione
di cellule RAW 264.7 a SWCNT purificati non ha determinato la produzione intracel-
lulare di ROS o dell’ossido nitrico (NO) (Kagan et al., 2006; Shvedova et al., 2005).
Analogamente, in cellule A549 e NR8383 trattate con 5 - 100 pg/ml di MWCNT e di
SWCNT purificati non vi & stata produzione di NO, IL-8 e TNF-a mentre, le NP non
purificate hanno indotto la produzione di ROS (Pulskamp et al., 2007). Infine, Wang
L. et al. (2008) hanno osservato che in fibroblasti polmonari, I'esposizione a SWCNT
ha determinato un aumento della produzione di collagene e della proliferazione cel-
lulare del 70%. Questi risultati confermerebbero le reazioni fibrogene dovute ai CNT
osservate negli studi in vivo.

Pochi sono gli studi in vivo che hanno riportato effetti tossici dei CNT sul sistema re-
spiratorio. Per quanto riguarda i SWCNT, in ratti maschi l'instillazione intratracheale
di 1 e 5 mg/kg di questi CNT ha determinato un’infiammazione polmonare transitoria
seguita dalla formazione non dose-dipendente di granulomi multifocali (Warheit et
al., 2004). In topi maschi trattati con concentrazioni di 0.1 e 0.5 mg di SWCNT pu-
rificati e non, & stata invece osservata la comparsa dose-dipendente di granulomi in-
terstiziali (Lam et al., 2004). Risultati simili sono stati ottenuti da Shvedova et al.
(2005) che, esponendo mediante aspirazione faringea, topi femmine a SWCNT (0-
40 pg) hanno osservato I'instaurarsi di un processo inflammatorio acuto e transitorio
e la formazione dose-dipendente sia di granulomi epitelioidi sia di fibrosi interstiziale
progressiva. Nell’ambito degli studi in vivo sono particolarmente importanti gli espe-
rimenti di tossicita inalatoria. Nei topi C57BL/6 il confronto tra esposizione inalatoria
(5 mg/m3, per 5 ore al giorno e per 4 giorni) ed aspirazione faringea (5-20 ug) di
SWCNT ha evidenziato che entrambi i modelli sperimentali provocano un‘importante
risposta infiammatoria acuta che, con lo stress ossidativo, conduce allo sviluppo di
una polmonite granulomatosa multifocale, seguita da una significativa fibrosi inter-
stiziale (Shvedova et al., 2008b).

Tuttavia, I'esposizione inalatoria & molto piu efficace nell’indurre i suddetti effetti tos-
sici. Lo stress ossidativo indotto dai SWCNT & uno dei piti importanti meccanismi che
contribuiscono alla tossicita polmonare. Il trattamento di topi C57BL/6, privi dell’en-
zima NADPH ossidasi, con 40 ug di SWCNT ha determinato I'accumulo di polimor-
fonucleati, un incremento delle cellule apoptotiche, delle citochine pro-infiammatorie,
la diminuzione delle citochine anti-inflammatorie, del TGF-$ e del collagene (Shve-
dova et al., 2008¢). Sulla base di questi risultati gli Autori hanno concluso che i ROS
generati dalla NADPH ossidasi svolgono un ruolo di primaria importanza nella rego-
lazione della risposta polmonare ai SWCNT. Negli stessi animali, alimentati con una
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dieta carente in vitamina E, la somministrazione di 40 pg di SWCNT ha determinato
una notevole diminuzione degli antiossidanti polmonari inducendo una risposta in-
fiammatoria acuta decisamente piu rilevante (Shvedova et al., 2007a).

Per quanto riguarda i MWCNT, Muller et al. (2005), dopo instillazione intratracheale
di 0.5, 2 e 5 mg di MWCNT in ratti Sprague-Dawley, hanno osservato un’importante
reazione inflammatoria acuta. Due mesi dopo il trattamento, agglomerati di MWCNT
depositati nelle vie aeree hanno provocato la comparsa di granulomi ricchi di colla-
gene con alveolite. Simili risultati sono stati ottenuti in topi C57BL/6 che, dopo aspi-
razione faringea di MWCNT, hanno sviluppato un’infiammazione polmonare tempo
e dose-dipendente (Sriram et al., 2007). Tuttavia, nello stesso modello animale I'inala-
zione (per 7 e 14 giorni e per 6 ore al giorno) di concentrazioni di MWCNT comprese
tra 0.3 e 5 mg/m?® non ha determinato la comparsa di alcun danno polmonare o rispo-
sta infiammatoria (Mitchell et al., 2007). Recentemente & stato ipotizzato che la tossicita
acuta polmonare osservata in ratti Wistar dopo instillazione intratracheale di 2 mg di
MWCNT sia correlata alla presenza di difetti strutturali dei composti (Fenoglio et al.,
2008; Muller et al., 2008b). In topi eterozigoti per il gene p53 la somministrazione in-
traperitoneale di 3 mg di MWCNT ha determinato dopo sei mesi dal trattamento la
comparsa di mesotelioma (Takagi et al., 2008). Tuttavia, I'elevata dose di esposizione
utilizzata ha sollevato dubbi sulla capacita dei MWCNT di determinare lesioni asbesto-
simili (Shvedova et al., 2009). Poland et al. (2008), utilizzando una dose di esposizione
pit bassa, hanno osservato in topi esposti mediante iniezione intraperitoneale, a 50
ug di MWCNTs “lunghi” I'induzione di un’importante risposta infiammatoria della pa-
rete addominale con la presenza di cellule giganti da corpo estraneo. Questi effetti non
sono stati invece evidenziati negli animali trattati con MWCNT “corti”.

Fullereni

Macrofagi alveolari esposti a fullereni hanno manifestato effetti citotossici a concen-
trazioni molto elevate (226 pg/cm?) (Jia et al., 2005).

La citotossicita dei fullereni & correlata al loro grado di solubilizzazione ed e inversamente
proporzionale al numero di gruppi idrossilici e carbossilici presenti sulla superficie della
nanoparticella (Sayes et al., 2004). Infatti, in uno studio in vitro eseguito su cellule del-
I'epitelio polmonare & stato osservato che gli effetti tossici dei fullereni non solubili sono
3-4 volte maggiori rispetto a quelli provocati dai fullereni solubili (Sayes et al., 2007a).
L'instillazione intratracheale, in ratti, di fullereni solubili e non, a dosi comprese tra
0.2 e 3 mg/kg, ha evidenziato che entrambi i composti inducono una risposta infiam-
matoria transitoria che si manifesta un giorno dopo il trattamento. Inoltre, a distanza
di tre mesi, nei ratti esposti a 1.5 e 3 mg/kg, e stato osservato un incremento della
perossidazione lipidica (Sayes et al., 2007a). L'esposizione inalatoria a 2.22 mg/m?
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di fullereni per 3 ore al giorno per dieci giorni consecutivi in ratti maschi Fischer 344
non ha determinato alcuna lesione evidenziabile all'analisi istopatologica del tratto
respiratorio (Baker et al., 2008).

5.3.3. Nanoparticelle metalliche

Numerosi studi in vitro ed in vivo hanno indagato i possibili effetti citotossici e la bio-
compatibilita delle NP metalliche.

In cellule BEAS-2B I'esposizione a dosi crescenti (da 5 a 40 yg/ml) di NP di biossido
di Ti (TiO,) ha determinato la loro penetrazione nel citoplasma e la loro localizzazione
nella regione perinucleare. Inoltre, alla dose maggiore la vitalita cellulare si e ridotta
del 40% rispetto al controllo e si e osservato un aumentato stress ossidativo dose-di-
pendente che secondo gli Autori sarebbe responsabile degli effetti citotossici osservati
(Park et al., 2008b). Effetti simili sono stati osservati in cellule A549 esposte a concen-
trazioni di NP di TiO, comprese tra 3 e 400 pg/cm? (Singh et al., 2007). Sayes et al.
(2006b) hanno riportato effetti citotossici nella stessa linea cellulare ma solo a concen-
trazioni relativamente elevate (100 pg/ml), dimostrando che I'induzione della risposta
infiammatoria e della citotossicita sono dose e tempo-dipendente. Livelli di citotossicita
significativamente inferiori sono stati osservati a concentrazioni comprese tra 0.25 e
100 pg/ml in condizioni sperimentali simili (Simon-Deckers et al., 2008). Karlsson et al.
(2009) non hanno invece osservato alcun effetto citotossico o danno mitocondriale a
concentrazioni di 40 e 80 pg/ml. Questi risultati discordanti potrebbero essere spiegati
dalle differenti caratteristiche delle NP quali le dimensioni, la struttura cristallina, la com-
posizione chimica e I'area di superficie.

Anche in ratti, I'instillazione intratracheale di 1 e 5 mg/kg di differenti tipi di NP di
TiO, ha determinato effetti polmonari riconducibili alla diversa composizione chimica
e struttura cristallina delle NP (Warheit et al., 2007). Attraverso I'analisi del BAL si &
visto che le NP di Ti inducono un‘importante risposta infiammatoria e significativi ef-
fetti citotossici. In uno studio simile, topi maschi ICR trattati con 0.1 e 0.5 mg di TiO,,
hanno manifestato importanti alterazioni morfologiche ed istologiche del tessuto
polmonare come la rottura dei setti alveolari, la proliferazione e I'iperplasia dei pneu-
mociti di tipo II, I'accumulo di macrofagi, I'apoptosi delle cellule epiteliali e I'induzione
di lesioni enfisematose (Chen et al., 2006). Negli stessi animali un’esposizione a 5,
20 e 50 mg/kg di NP di TiO2 ha determinato I'induzione delle citochine proinfiam-
matorie di tipo Th1 e Th2, proliferazione delle cellule B ed un’aumentata produzione
delle IgE. Inoltre, nei polmoni sono state osservate la formazione di lesioni granulo-
matose e la deposizione di proteine proinfiammatorie (Park et al., 2009). Ratti maschi
di tipo Crl:CD(SD), esposti intratrachealmente a 1.5 e 5 mg/kg di particelle di TiO, di
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diverse dimensioni e stato di aggregazione, hanno manifestato, dopo una settimana
e a parita di dose somministrata, una risposta infiammatoria superiore nelle NP ri-
spetto alle particelle di dimensioni maggiori (Kobayashi et al., 2009). Dopo un mese,
le risposte inflammatorie osservate nei diversi gruppi di animali sono risultate invece
simili. Gli Autori hanno ipotizzato che le risposte inflammatorie possano essere de-
terminate dalle diverse superfici d'area delle particelle impiegate (1.58 m¥kg per le
NP e 0.05 m2/kg per le particelle fini).

Gli effetti citotossici delle NP di argento (Ag) sono stati osservati nelle cellule germinali
murine, nelle cellule epatiche di ratto, nel glioblastoma umano e nei fibroblasti pol-
monari umani IMR-90. In quest’ultima linea cellulare il trattamento con queste NP
ha provocato una significativa riduzione del contenuto intracellulare di ATP, un im-
portante danno mitocondriale ed un notevole incremento dose dipendente della pro-
duzione dei ROS (Asharani et al., 2009). Secondo gli Autori le NP di Ag altererebbero
la normale funzionalita della catena respiratoria mitocondriale inducendo conseguen-
temente un accumulo di ROS e |'arresto della sintesi dell’ATP. Tuttavia, in uno studio
su cellule A549, in cui si sono confrontati gli effetti di diverse NP metalliche, quelle
di Ag indurrebbero effetti citotossici significativamente inferiori rispetto al Ti e sareb-
bero dotate di tossicita analoga all’alluminio, allo zinco (Zn) e all’Ag (Park et al.,
2007).

Ratti Sprague-Dawley esposti mediante inalazione (per 6 ore al giorno e per 90 giorni)
a NP di Ag alle concentrazioni di 0.7 x 108, 1.4 x 10° e 2.9 x 106 particelle/cm3, hanno
mostrato la presenza di piccole lesioni granulomatose e I'insorgenza di un‘infiam-
mazione alveolare cronica dose dipendente (Sung et al., 2008). Anche in uno studio
analogo degli stessi Autori con simili concentrazioni di NP di Ag (0.6 x 106, 1.4 x 106
e 3 x 10° particelle/cm?), si & osservato, mediante esame istopatologico del tessuto
polmonare, la presenza di un infiltrato inflammatorio cellulare, di un’infiammazione
alveolare cronica e di piccole lesioni granulomatose (Sung et al., 2009).

Gli studi in letteratura riportano come le NP di ferro (Fe) siano dotate di scarso potere
citotossico. Infatti, concentrazioni di NP di Fe pari a 0.24, 2.4, 24, 240 e 2400 ppb su
cellule A549 hanno determinato solo deboli effetti sull’attivita mitocondriale, sul conte-
nuto di DNA e sulla produzione del glutatione da parte delle cellule (Cha et al., 2007).
Altri studi sulla stessa linea cellulare (A 549) hanno invece riportato I'assenza di effetti
citotossici significativi (Karlsson et al., 2009; Karlsson et al., 2008).

Le NP di rame (Cu) sono capaci di indurre in cellule A549 maggiori effetti genotossici,
citotossici, una maggiore depolarizzazione della membrana mitocondriale e un im-
portante aumento dello stress ossidativo rispetto alle particelle dello stesso metallo
di dimensioni micrometriche (Karlsson et al., 2009; Karlsson et al., 2008). Anche in
cellule epiteliali della laringe umana HEp-2 |'esposizione a dosi di NP di Cu comprese
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tra 4 - 400 pg/cm? ha fornito risultati analoghi ai precedenti (Fahmy et al., 2009). In-
fatti, le cellule esposte hanno mostrato effetti citotossici dose-dipendenti che secondo
gli Autori sarebbero correlati alla presenza di un importante stress ossidativo cellu-
lare.

In cellule BEAS-2B esposte a concentrazioni crescenti (5, 10, 20 e 40 pg/ml) di NP di
cerio (Ce) (Park et al., 2008b) si & osservato un incremento della morte cellulare, della
produzione dei ROS e I'induzione dei geni correlati allo stress ossidativo. 'aumento
dei ROS intracellulari sarebbe responsabile dell’attivazione della caspasi-3 e del con-
seguente innesco dell’apoptosi mediante la quale le NP di Ce realizzerebbero il loro
effetto citotossico. Il coinvolgimento dei ROS nella citotossicita delle NP di Ce & stato
confermato da uno studio dello stesso gruppo di ricerca condotto su cellule BEAS-
2B esposte a 1 mg/l (Eom et al., 2009).

In cellule A549, esposte per 24 ore a diverse concentrazioni di NP di Zn, e stato pos-
sibile rilevare un’apoptosi importante ed un notevole incremento dello stress ossida-
tivo intracellulare (Park et al., 2007). In uno studio effettuato esponendo diverse linee
cellulari a concentrazioni di NP di Zn comprese tra 0.001 pg/ml e 30 mg/ml, le cellule
L2 dell'epitelio polmonare di ratto hanno manifestato un maggior danno cellulare
(Sayes et al., 2007b). Inoltre, le NP di Zn hanno indotto diversi effetti citotossici. Nello
stesso studio & stato eseguito anche un esperimento in vivo, con instillazione intra-
tracheale di 1 e 5 mg/kg di NP di Zn a ratti Crl:CD(SD)IGS BR cui € seguita la comparsa
di una risposta infiammatoria estremamente cospicua ma reversibile che si é risolta
a distanza di un mese dall’esposizione (Sayes et al., 2007b).

In cellule A549, esposte per 24, 48 e 72 ore a dosi crescenti (10, 50 e 100 pg/ml) di
NP di SiO,, e stato possibile osservare una riduzione dose e tempo-dipendente della
vitalita cellulare, un incremento dei livelli di ROS, della produzione della malondial-
deide e della lattato deidrogenasi (LDH) (Lin et al., 2006b). In vivo, la somministra-
zione intravenosa (2 volte la settimana per 4 settimane) di 10 e 30 mg/kg di NP di
silice a topi BALB/c non ha provocato alcun danno respiratorio (Nishimori et al., 2009).

5.3.4. Conclusioni

Nel complesso gli studi in vitro suggeriscono come le NP ingegnerizzate siano in
grado di esercitare sui sistemi biologici analizzati effetti citotossici non trascurabili.
Infatti, le cellule dall’'apparato respiratorio murino, di ratto, ed umano trattate con
SWCNT e MWCNT, con differenti NP metalliche o di silice mostrano una diminuzione
della vitalita cellulare, del numero e delle dimensioni delle colonie cellulari, della pro-
liferazione cellulare, un incremento della produzione dei ROS e dello stress ossidativo
extra ed intracellulare.
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Gli studi in vivo invece evidenziano come I'esposizione alle NP provochi la comparsa
di un‘importante risposta inflammatoria polmonare acuta, la formazione di lesioni
granulomatose ed enfisematose, la deposizione di collagene con conseguente fibrosi
interstiziale e I'induzione di un significativo stress ossidativo. Inoltre, per quanto ri-
guarda i MWCNT rimane ancora da accertare la possibilita che queste NP siano in
grado di generare lesioni simili a quelle provocate dall’asbesto.

| suddetti effetti sul sistema respiratorio hanno suggerito di limitare I'utilizzo indu-
striale e le possibili applicazioni pratiche delle NP (Svhedova et al., 2009). Tuttavia, i
differenti tipi di NP mostrano gradi di tossicita piuttosto variabili, rendendo impossibile
generalizzazioni. Ulteriori studi sono pertanto necessari per definire la reale tossicita
di questi NM. A tal fine sara fondamentale prevedere una accurata caratterizzazione
chimico-fisica delle NP che saranno oggetto di studio.

5.4. Effetti cutanei

L'esposizione cutanea a NP (NP) pud determinare effetti locali sulla cute, sia irritativi
che allergici, o essere una via d'ingresso nel circolo sistemico di questi materiali. Pochi
sono i dati per ora disponibili sui rischi cutanei di NP ma i primi risultati sperimentali
permettono di ipotizzare un loro effetto sulla cute e la loro possibilita di penetrazione
negli strati cutanei, anche se ad oggi vi € la necessita di maggiore ricerca su questo
argomento con indagini specifiche sulle varie tipologie di NP, perché diversi materiali
possono avere diffusione ed effetti diversi sulla cute. E noto, infatti che gli effetti cu-
tanei sono diversi se vi € esposizione a nanotubi di carbonio oppure a NP metalliche,
che si comportano diversamente a seconda delle loro dimensioni e del tipo di metallo
considerato. Peraltro le informazioni maggiori ci derivano dall'industria farmaceutica
che ha studiato molto I'effetto delle NP di ZnO e di TiO, utilizzate per la formulazione
di creme protettive mentre pochissime informazioni sono disponibili per le altre tipo-
logie di NP.

5.4.1. Assorbimento

La cute, con un’estensione di circa 1,5 m? nell’adulto, costituisce una barriera diffi-
cilmente superabile dalle NP (Argyle et al., 2009). Cio & dovuto alla sostanziale im-
permeabilita dello strato superficiale della cute (epidermide), mentre lo strato
sottostante (derma) ha una ricca irrorazione sanguigna e contiene abbondanti ma-
crofagi tissutali, vasi linfatici, cellule dendritiche, e cinque differenti tipi di terminazioni
nervose di tipo sensitivo. Pertanto, qualora le NP ingegnerizzate riuscissero ad avere
accesso al derma esse verrebbero trasportate nel circolo ematico e convogliate nel
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sistema linfatico e nei linfonodi, potendo, a questo punto, provocare una risposta
immunitaria. Kim et al. (2004) hanno dimostrato che NP iniettate nel derma migrano
verso i linfonodi regionali, possibilmente tramite macrofagi e cellule del Langerhans.
Gli studi riguardanti la penetrazione cutanea delle NP (Alvarez-Roman et al., 2004;
Baroli et al., 2007; Bennat et al., 2000; Ryman-Rasmussen et al., 2006; Larese et al.,
2009) hanno dato risultati discrepanti, probabilmente a causa dell'impiego di tecniche
e metodologie diverse, e specialmente dell’assenza di protocolli standardizzati. Le
flessioni meccaniche, detergenti irritanti e sostanze chimiche possono aumentare
I'assorbimento cutaneo. Sebbene finora non vi siano prove sperimentali convincenti
che le NP ingegnerizzate possano oltrepassare |'epidermide e quindi raggiungere il
derma, esistono indizi indiretti a supporto di questa possibilita. E stato dimostrato
che i nanotubi di carbonio sono in grado di danneggiare i cheratinociti umani, che
sono la componente cellulare dell’epidermide (Shvedova et al., 2003a; Monteiro-Ri-
viere et al., 2005): poiché il passaggio trans-epidermico & molto probabile in caso di
danno anatomico, esposizioni ripetute a NP ingegnerizzate potrebbero determinare
in una prima fase il danno dell’epidermide e successivamente il passaggio nel derma
delle medesime NP. Questa possibilita ha importanti risvolti non solo in ambito occu-
pazionale, ma anche nella popolazione generale se si considera che le NP sono pre-
senti in molti prodotti cosmetici come veicoli per creme o negli shampoo, detergenti
o creme solari.

Effetto irritativo

Per alcuni NM é stato evidenziato un effetto di tipo irritativo-infiammatorio (Crosera
et al., 2009). In particolare i nanotubi di carbonio possono svolgere un‘azione irritativa
sulla cute e sulla congiuntiva per il loro effetto meccanico: Kishore et al. (2009) ri-
portano effetti irritativi reversibili di alcuni nanotubi sulla congiuntiva mentre non os-
servano effetti sulla cute dell’animale. Per quanto riguarda i quantum dot, invece,
Ryman-Rasmussenn et al. (2007) riportano un loro effetto citotossico ed irritativo in
esperimenti in vitro su cheratinociti in cui si osserva liberazione di citochine. Anche
le NP d'argento possono svolgere un effetto citotossico su colture di cheratinociti in
vitro ma non vi sono ad oggi dati su soggetti professionalmente esposti o su utiliz-
zatori (Zanette et al., 2009).

Effetto allergico

Attualmente non vi sono dati sulla potenziale allergenicita delle NP ma alcune infor-
mazioni possono fare ipotizzare un aumentato rischio nelle condizioni di esposizione
a NP metalliche. Visto che le NP possiedono una maggior superficie biodisponibile,
& ipotizzabile che esercitino una maggior interazione con i sistemi immunitari cutanei
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e l'induzione di una risposta allergica da contatto nel caso di NP contenenti metalli
allergenici come cobalto, nichel e cromo. Non vi sono tuttavia ad oggi dati che con-
fermino tale ipotesi e ulteriori studi in questo campo risultano necessari. Presumibil-
mente non ci dovrebbe essere risposta allergica verso quelle NP contenenti metalli
non allergenici (Oro, Argento). Alcuni dati preliminari, invece, suggeriscono che i ful-
lereni possano avere un ruolo nell’inibizione della risposta allergica IgE mediata sia
in sistemi in vitro che in vivo inibendo il rilascio di istamina (Ryan et al., 2007).

5.4.2. Nanomateriali a base di carbonio

Nanotubi di carbonio e fullereni

Vi sono pochi dati sugli effetti cutanei dei nanotubi di carbonio (CNT). Per i fullereni
Rouse et al. (2007) hanno dimostrato la capacita di penetrazione attraverso la cute
intatta e particolarmente nelle zone di flessione e Ryan et al. nel 2007 hanno ipotiz-
zato un loro ruolo nell’inibizione della risposta allergica IgE mediata.

| dati attualmente disponibili sui possibili effetti cutanei dei CNT si basano essenzial-
mente su studi in vitro effettuati su cheratinociti e fibroblasti. Shvedova et al. (2003a)
hanno dimostrato che i nanotubi di carbonio a parete singola (SWCNT) causano stress
ossidativo su cheratinociti umani immortalizzati (HaCat) con perdita della vitalita e al-
terazioni macroscopiche. In uno studio su cheratinociti esposti a dosi crescenti di
SWCNT, I'aumento di rilascio dellinterleuchina-8 (IL-8), osservato dopo 24 e 48 ore
alla dose piu elevata (0.05 mg/ml) suggerisce una reazione irritativa dose-dipendente
(Zhang et al., 2007), mentre in uno studio effettuato su fibroblasti umani esposti a
SWCNT con diversi gradi di funzionalizzazione si & evidenziata una citotossicita che di-
minuisce con il grado di funzionalizzazione (Sayes et al., 2006a). Inoltre la superficie
esposta risulterebbe essere proporzionale alla loro potenziale tossicita. Altri studi
hanno dimostrato un effetto irritativo-inflammatorio dei nanotubi di carbonio multi-
parete (MWCNT) sui cheratinociti (Monteiro-Riviere et al., 2005; Witzmann and Mon-
teiro-Riviere et al., 2006) ed effetti citotossici su fibroblasti della pelle (Ding et al., 2005).

5.4.3. Nanoparticelle di metalli ed ossidi metallici

Nanoparticelle metalliche

| prodotti a base di NP d’argento presentano molteplici applicazioni, specialmente
per |'attivita antimicrobica dell’argento, ben documentata e considerata priva di tos-
sicita. Cheratinociti e fibroblasti in coltura sono stati impiegati per studiare gli eventuali
effetti tossici di NP d'argento rilasciate da capi di vestiario contenenti nanoargento
(Leaper, 2006). | risultati di questi studi hanno dimostrato che gli estratti di bendaggi
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ricoperti con NM d’argento inibiscono la proliferazione di cheratinociti e ne alterano
la morfologia (Paddle-Ledinek et al., 2006). Poon and Burd (2004) hanno inoltre di-
mostrato che cristalli di nanoargento risultano tossici nei confronti sia di cheratinociti
sia di fibroblasti. Alcuni Autori hanno suggerito che la penetrazione cutanea di na-
noargento sia maggiore nella cute lesa, rispetto alla cute integra (Larese et al., 2009).
| meccanismi di eliminazione di NP dopo assorbimento per via transdermica non sono
ancora del tutto noti, ma esistono evidenze sulla capacita di NP di distribuirsi per via
sistemica attraverso i vasi linfatici sottocutanei (Gopee et al., 2007).

Nanoparticelle d'oro sono utilizzate per applicazioni medicali in quanto ritenute sicure
(Connor et al., 2005) ma Wang S. et al. (2008) hanno dimostrato un loro effetto ci-
totossico su cheratinociti umani in vitro.

Papageorgiou et al. (2007), paragonando gli effetti citotossici e genotossici di NP e
microparticelle di una lega cobalto/cromo in fibroblasti umani in coltura, hanno ri-
portato che le NP inducono un maggior danno al DNA ed esibiscono maggior cito-
tossicita, rispetto alle microparticelle.

Nanoparticelle di ossidi metallici: bossido di titanio (TiO2) e ossido di zinco (Zn0O)
Queste sono le NP piu diffuse ed utilizzate nelle creme schermanti solari in quanto
bloccano i raggi UV in modo efficiente ma non presentano il colorito biancastro tipico
delle creme che utilizzavano particelle in dimensioni micromiche. Tan et al. (1996)
hanno valutato le biopsie di soggetti che avevano applicato per 2-6 settimane una
crema con TiO, confermando la presenza del metallo nella cute esposta. Successiva-
mente, pero, altri autori hanno dimostrato che il TiO, si localizza solo nello strato
corneo e non penetra in profondita (Schulz et al., 2002; Mavon et al., 2007) anche
se una piccola quantita si puo trovare nei follicoli piliferi (Lademann et al., 1999). Il
progetto europeo NANODERM del 2007 ha studiato per esteso |'effetto cutaneo con-
cludendo che il TiO, & sicuro, non penetrando negli strati profondi dell’epidermide.
Simili i risultati degli studi sull’ossido di zinco, che resta in superficie e penetra solo a
livello dello strato corneo (Cross et al., 2007).

A fronte di tali dati, che negano la penetrazione in profondita nella cute di queste NP,
ci sono le informazioni pit recenti che evidenziano la capacita di alcune NP di pene-
trare la cute nelle condizioni di flessione (Rouse et al., 2007 ) o quando la cute é lesa
(Larese et al., 2009); cio rende probabile che, nelle condizioni di ripetute applicazioni
di gueste creme, nel tempo possa verificarsi una penetrazione di NP. La stessa New-
man, nella recente review (2009), suggerisce la necessita di ulteriori studi per capire
se nelle condizioni reali vi sia un aumentato assorbimento di tali metalli a livello cuta-
neo.

La penetrazione di queste NP a livello degli strati profondi dell’epidermide aprirebbe
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nuovi quesiti sulla loro sicurezza in quanto le piccole dimensioni e I'elevata superficie
potrebbero determinare sulle cellule e sul sistema immunitario effetti diversi rispetto
ai materiali con granulometria maggiore. Le piccole dimensioni possono aumentare
la capacita di interagire a livello intercellulare e a livello del DNA e I'elevata superficie
aumenta la loro capacita di svolgere azione immunitaria e di agire come apteni indu-
cendo reazioni allergiche o autommuni (Newman et al., 2009) ma gli studi attuali
sono ancora troppo pochi per dare un giudizio definitivo su tali sostanze.

E noto, pero, che in sistemi in vitro, le NP di TiO, hanno effetti citotossici e infiamma-
tori anche se a concentrazioni relativamente elevate (Cai et al., 1992; Wamer et al.,
1997; Dunford et al., 1997; Sayes et al., 2006b). Effetto citotossico in vitro é stato
dimostrato anche per le NP di ZnO (Huang et al., 2009, Yuan et al., 2009).
L'aspetto pitl importante e relativo alla capacita del TiO, e ZnO di essere fotocataliz-
zatori, e di essere usati nelle celle fotovoltaiche per produrre elettroni. A livello cellu-
lare, tale capacita porta alla formazione di radicali liberi dell’ossigeno (ROS) e all’effetto
lesivo sul DNA. Dunfort et al. (1997) hanno dimostrato che le particelle di biossido di
titanio, dopo esposizione a raggi ultravioletti UVA e UVB, determinano la rottura della
catena del DNA in culture di fibroblasti. Uchino, nel 2002, ha confermato la capacita
del TiO, di generare radicali idrossilici e Hidaka et al., nel 2006, hanno studiato i danni
al DNA indotti da TiO, e ZnO dopo esposizione a UV, trovando un aumento di altera-
zioni nel DNA cellulare. Dati opposti sono stati riportati nello studio di Dufour et al.
(2006), nel quale vengono messe a confronto le alterazioni cromosomiche indotte
su cellule ovariche di hamster dopo trattamento con UV con o senza NP di ZnO,
senza trovare significative differenze fra le due esposizioni. Gli autori concludono che
le aberrazioni cromosomiche possano essere correlate all’azione dei raggi UV e non
all'esposizione a ZnO.

Un’altra recente review pubblicata da studiosi della L'Oreal (Nohynek et al., 2009)
analizza il rischio legato all’'uso di NP negli schermi per raggi ultravioletti UV, conclu-
dendo che le evidenze scientifiche suggeriscono come i NM usati ad oggi nelle for-
mulazioni cosmetiche e negli schermi solari non presentino rischi per la cute o per
la salute mentre svolgono azione protettiva contro gli effetti negativo della radiazione
UV, compreso il cancro.

Tuttavia alcuni studi effettuati evidenziano un possibile effetto biologico delle NP di-
verso da quello studiato per prodotti in dimensioni tradizionali e per tale motivo sono
necessari anche studi che simulino le reali condizioni di utilizzo per stabilire con certezza
la sicurezza d'uso di questi tipi di NP (Newman et al., 2009).

Oggi si ritiene che tutte le creme con schermi solari contengano anche NP e I'Unione
Europea sta predisponendo un’etichettatura specifica per questi prodotti nell’ambito
delle nuove direttive sull’'uso dei cosmetici, anche se I'orientamento scientifico & quello
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di avere maggiori dati a disposizione prima della distribuzione di nuovi prodotti, se-
condo il concetto “no data, no market” (http://www.framingnano.eu/newsletters/Fra-
mingNanoNewsletter5_morenews.htm#nanocosmetics).

La Food and Drug Administration nel 1999 aveva approvato |'immissione in commer-
cio dei cosmetici contenenti NP senza nuova etichettatura ed ora sta rivedendo le sue
posizioni e nel 2007 un gruppo di lavoro ha proposto una serie di linee guida per le
nuove immissioni in commercio, che prevedano nuovi test per la sicurezza e maggiori
informazioni scientifiche da fornire prima di autorizzare la commercializzazione dei
nuovi cosmetici contenenti NP.

5.4.4. Quantum dot

Alcuni studi hanno evidenziato risposte citotossiche ed irritative quali rilascio di cito-
chine in colture di cheratinociti esposte a quantum dot (Ryman-Rasmussen et al.,
2007; Zhang et al., 2008).

5.4.5. Conclusioni

In conclusione vi sono evidenze in letteratura che le NP possano svolgere un’azione
irritativa sui cheratinociti e che possano parzialmente penetrare lo strato corneo della
cute e I'epidermide: i dati disponibili sono troppo pochi per poterne trarre conclusioni
definitive. Non vi sono dati significativi sull'uomo anche se dal 1997 numerose for-
mulazioni cosmetiche contengono NP, specie quelle con azione di schermo solare.
Sono necessarie ulteriori ricerche sistematiche per meglio definire il rischio cutaneo
dell’'esposizione a NP.

5.5. Effetti sul sistema nervoso centrale

Differenti tipologie di NP ingegnerizzate sono attualmente impiegate per il trasporto
selettivo di farmaci o per lo sviluppo di agenti farmacologici, terapeutici e diagnostici
correlati a diverse patologie del Sistema Nervoso Centrale (SNC) (Uwatoku et al., 2003;
Bianco et al., 2005; Olivier, 2005; Silva, 2006). Tuttavia, in letteratura sono presenti
diversi studi, sia in vitro sia in vivo, che hanno osservato la capacita da parte delle NP
(NP) di provocare effetti neurotossici. Di seguito viene riportato lo stato attuale delle
conoscenze degli effetti sul SNC correlati all’esposizione ai NM al fine di verificare se
I'impiego delle nanotecnologie possa rappresentare un rischio per questo sistema d'or-
gano.
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5.5.1. Assorbimento

Le NP, assorbite principalmente attraverso la via inalatoria, hanno la capacita di di-
slocare dal sito di penetrazione e possono raggiungere il SNC con modalita differenti.
L'assorbimento trans-nasale ha una sua peculiare rilevanza, in quanto costituisce
I"'unica porta di connessione diretta tra I'ambiente esterno ed il sistema nervoso cen-
trale. La possibilita che NP ingegnerizzate possano raggiungere rapidamente il sistema
nervoso centrale attraverso questa via di esposizione e suggerita da uno studio in vivo
esequito in ratti esposti per via inalatoria a NP carboniose di circa 35 nm di diametro
(Oberddster et al., 2005). Gli autori di questo studio sono stati in grado di reperire il
materiale nel sistema nervoso centrale, a livello del bulbo olfattivo, a breve distanza
di tempo dall’esposizione. Tale risultato suggerisce indubbiamente |'utilizzazione della
via di accesso trans-nasale. In seguito all’esposizione per via inalatoria, le NP viaggiano
con un meccanismo di trasporto trans-sinaptico nel SNC, con modalita analoghe a
quelle descritte per il polio virus, e possono quindi essere direttamente captate nel
SNC attraverso le terminazioni nervose della mucosa nasale (nervo olfattivo e nervo
trigemino) e tracheobronchiale (afferenze del nervo vago) (Oberdérster G et al.,
2004; Muller et al., 2004, Kreuter et al., 2004)

Le NP inalate inoltre attraversano la barriera respiratoria e tramite il torrente circo-
latorio possono raggiungere il SNC attraversando la barriera emato-encefalica (BEE)
guando questa risulta danneggiata, come nel caso di ipertensione o di encefalo-
mielite.

Di tutte le barriere endoteliali, la BEE & la piu serrata al fine di ridurre i trasporti pa-
racellulari. La BEE sana costituisce un meccanismo di difesa che protegge il SNC dal-
I'esposizione a sostanze veicolate dal sangue, ma caratteristiche intrinseche delle NP
legate alle cariche di superficie e/o stati morbosi come ipertensione ed encefalomieliti
possono alterare I'integrita della BEE e favorirne I'attraversamento da parte delle NP,
determinando la loro distribuzione e tossicita nel SNC (Muldoon et al., 1999).
Comunqgue le NP veicolate dal sangue sembrerebbero avere la capacita intrinseca di
alterare le proprieta delle membrane delle cellule endoteliali /o distruggere le giun-
zioni occludenti (tight junctions) della BEE.

E noto infatti che le NP sono in grado di indurre stress ossidativo e produzione di
specie reattive dell’ossigeno (ROS) che, attaccando le membrane cellulari endoteliali,
causerebbero danni e disfunzioni della BEE. Oltre alle proprieta fisiche delle mem-
brane plasmatiche endoteliali e alla dimensione delle NP, le cariche elettrostatiche
della superficie delle NP giocano un ruolo importante nel trasporto non endocitosico
attraverso la BEE (Hagenbuch e Meier, 2003).

Specifici studi (Lockman et al., 2004) hanno dimostrato che le NP con carica neutra

155



Effetti sulla salute dei nanomateriali ingegnerizzati

0 bassa concentrazione anionica delle cariche di superficie, non alterano I'integrita
della BEE, mentre alte concentrazioni anioniche o cationiche delle cariche di superficie
delle NP inducono disfunzione della BEE.

5.5.2. Nanomateriali a base di carbonio

Sebbene la quasi totalita degli studi compiuti per valutare la neurotossicita dei NM,
sia in vitro sia in vivo, abbiano utilizzato le NP metalliche, in letteratura sono presenti
alcuni lavori che hanno indagato gli effetti sul SNC derivanti dall’esposizione a NM
di origine non metallica.

Chen et al. (2008) hanno indagato la risposta delle cellule endoteliali umane della
microvascolatura cerebrale conseguente all’esposizione a dosi crescenti di NP di car-
bone. Il trattamento con queste NP ha determinato delle modificazioni del potenziale
di membrana mitocondriale, ha indotto lo stress ossidativo ed ha diminuito I'espres-
sione delle proteine delle giunzioni occludenti ma I'entita di questi effetti citotossici
é stata decisamente inferiore rispetto all’esposizione delle cellule alle NP di alluminio.
Inoltre, a differenza delle NP metalliche, la diminuzione della vitalita cellulare ¢ stata
osservata esclusivamente alla dose di esposizione maggiore (10 mM).
Recentemente gli effetti neurotossici dei nanotubi di carbonio (CNT) sono stati inda-
gati su colture cellulari derivate dal midollo spinale e dai gangli spinali di embrioni di
pollo esposte a nanotubi di carbonio a parete singola (SWCNT) (Belyanskaya et al.,
2009). Il principale effetto citotossico osservato, sia nelle colture neurogliali del SNC
che del sistema nervoso periferico (SNP), & stato un‘importante diminuzione del con-
tenuto di DNA. Questo effetto e risultato maggiore nelle cellule trattate con SWCNT
altamente aggregati rispetto a quelle esposte a SWCNT dispersi. Inoltre, la diminu-
zione dell’espressione della vimentina, una proteina specifica delle cellule gliali, indica
che la diminuzione del contenuto di DNA é dovuta soprattutto all’azione delle NP su
questo tipo di cellule. Infine, I'analisi della conduttanza ionica e del potenziale di
membrana a riposo dimostra che i SWCNT sono capaci di influenzare questi para-
metri nei neuroni derivati dal SNP, mentre le proprieta elettrofisiologiche dei neuroni
derivati dal SNC non vengono modulate dall’esposizione a questo nanomateriale.
Quindi, nel complesso i risultati dimostrano che I'esposizione delle colture neurogliali,
sia del SNC sia del SNP, ai SWCNT determina degli importanti effetti citotossici nel
tessuto nervoso, in particolare a carico delle cellule gliali.

La somministrazione a pesci della specie persico trota (Micropterus salmoides) di 0.5
ppm di fullereni (nCgp) ha evidenziato la presenza di un meccanismo di trasporto
trans-sinaptico che permette al nanomateriale di raggiungere mediante il nervo ol-
fattorio il SNC (Oberdorster E, 2004). L'analisi del tessuto cerebrale degli animali
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trattati con i fullereni ha mostrato un aumento importante dei prodotti della peros-
sidazione lipidica che sarebbe conseguente all'induzione dello stress ossidativo da
parte delle NP.

Le stesse identiche modalita di penetrazione all'interno del SNC sono state dimostrate
nei ratti esposti a NP di nero di carbone il cui diametro era pari a 36 nm (Oberdorster
G, 2004). Infatti, i risultati di questo studio hanno mostrato un significativo accumulo
del nanomateriale a livello del bulbo olfattorio.

Studi successivi hanno dimostrato che queste NP non sono solo in grado di raggiun-
gere il SNC mediante il suddetto meccanismo di trasporto ma determinano anche im-
portanti alterazioni della normale funzionalita del tessuto cerebrale. L'esposizione di
topi maschi BALB/c a NP di nero di carbone di diverse dimensioni (14 nm e 95 nm) ha
comportato una profonda modificazione dell’espressione genica delle citochine proin-
fiammatorie (IL-13 e TNF-q) e delle chemochine (CCL2 e CCL3) a livello del bulbo ol-
fattorio (Tin-Tin-Win-Shwe et al., 2006). In particolare, il trattamento con le NP di 14
nm ha indotto un’attivazione delle cellule della microglia, le quali conseguentemente
hanno aumentato in maniera rilevante la produzione delle suddette citochine proin-
fiammatorie e delle chemochine. Questo meccanismo sarebbe alla base della risposta
infiammatoria osservata nel bulbo olfattorio.

Lo stesso gruppo di ricerca ha indagato nel medesimo modello animale gli effetti pro-
vocati dall’esposizione a questo nanomateriale sui livelli extracellulari dei neurotra-
smettitori nel bulbo olfattorio (Tin-Tin-Win-Shwe et al., 2008). Analogamente allo
studio precedente, l'instillazione intranasale di NP di nero di carbone (14 nm) ha in-
dotto un aumento dei livelli di IL-13 e TNF-a. Inoltre, nel bulbo olfattorio sono stati ri-
scontrati livelli extracellulari di glutammato e di glicina significativamente maggiori
rispetto ai controlli. In base a questi dati gli Autori hanno ipotizzato che le NP, una
volta raggiunto il bulbo olfattorio, causerebbero il rilascio dei neurotrasmettitori nel
fluido extracellulare, i quali a loro volta attiverebbero le cellule immunitarie della mi-
croglia innescando di conseguenza la produzione da parte di quest'ultime delle cito-
chine proinfiammatorie che, in ultima analisi, sarebbero responsabili del danno
neurotossico.

5.5.3. Nanoparticelle metalliche

La NP di biossido di titanio (TiO,) sono state oggetto di alcuni studi in vitro che ne
hanno indagato i possibili effetti tossici su diverse cellule del SNC. Recentemente &
stato dimostrato che I'esposizione delle cellule microgliali murine N9 a dosi di NP di
TiO, e in grado di indurre effetti citotossici rilevanti (Li et al., 2009). Infatti, & stata
osservata un’importante riduzione della vitalita delle cellule N9 e la presenza di alte-
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razioni morfologiche che mostrano apoptosi anche a basse dosi di esposizione (16
pg/mL). Questo tipo di risposta cellulare sarebbe uno dei meccanismi responsabili dei
potenziali effetti avversi delle NP sul SNC.

Invece, in un esperimento realizzato da Long et al., (2006), I'esposizione della linea
cellulare di microglia murina immortalizzata BV2 a dosi non citotossiche di Degussa
P25, una miscela di NP di TiO,, composta per il 70% da anatasio e per il 30% da
rutilio, ha determinato un rapido e prolungato rilascio di radicali liberi dell’ossigeno
(ROS). Per valutare le possibili conseguenze di questo risultato sulle cellule del SNC,
lo stesso gruppo di ricerca (Long et al., 2007) ha esposto alle medesime concentra-
zioni di Degussa P25 le cellule BV2, i neuroni mesencefalici di ratto N27 ed una col-
tura primaria di cellule embrionali del corpo striato di ratto Sprague-Dawley. Le NP
di TiO, hanno indotto nelle cellule della microglia un aumento significativo della pro-
duzione del perossido di idrogeno (H,0,) ed hanno influenzato i meccanismi mole-
colari correlati al controllo del ciclo cellulare, dell'infiammazione e dell’apoptosi. Al
contrario, I'esposizione al Degussa P25 non ha determinato alcun effetto citotossico
nei neuroni dopaminergici isolati di ratto N27, neanche dopo 72 ore di esposizione.
Tuttavia, I'analisi della neurotossicita di questo nanomateriale nelle colture cellulari
embrionali del corpo striato, che contenevano cellule microgliali, ha evidenziato una
significativa diminuzione della vitalita cellulare anche a basse dosi di esposizione (5
ppm). Sulla base di questi risultati gli Autori hanno concluso che i potenti effetti neu-
rotossici delle NP di TiO,, osservati nelle colture cellulari complesse di tessuto nervoso,
sono mediati dalla produzione dei ROS da parte della microglia.

In aggiunta alla citotossicita mediata dai ROS di origine microgliale é stata avanzata
I'ipotesi che le NP siano in grado di indurre la morte delle cellule nervose utilizzando
un processo di “eccito-tossicita”. A questo proposito, in uno studio condotto da
Alekseenko et al. (2008), sono stati indagati i meccanismi di captazione e rilascio del
glutammato, uno dei principali neurotrasmettitori eccitatori, e la formazione dei ROS
all'interno dei sinaptosomi isolati dal cervello di ratti Wistar. L'esposizione dei sinap-
tosomi a ferritina, che contiene una particella di 7 nm di diametro di fosfato di ossido
ferrico, ha indotto un blocco della captazione del glutammato. Inoltre, i risultati di
questo lavoro hanno mostrato un incremento dei livelli di ROS nelle colture cellulari.
Gli Autori hanno suggerito che I'incremento dello stress ossidativo provocato dal-
I'esposizione alle NP possa inibire la captazione del glutammato da parte dei sinap-
tosomi. Conseguentemente, I'eccessiva concentrazione extracellulare del glutammato
comporta un‘esposizione prolungata dei neuroni a questo neurotrasmettitore ecci-
tatorio, che sarebbe alla base del danno cellulare e della morte dei neuroni per “ec-
cito-tossicita”.

Un ulteriore meccanismo molecolare in grado di danneggiare la normale funzionalita
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del SNC sarebbe rappresentato dalla capacita delle NP di interferire con le correnti
neuronali voltaggio-dipendenti del potassio. Infatti, I'esposizione di neuroni ippo-
campali della regione CA1, isolati da ratti Wistar, a NP di rame ha permesso di osser-
vare nelle cellule trattate un’efficace inibizione della corrente rettificatrice ritardata
del potassio (/) (Xu et al., 2009).

Un altro aspetto interessante degli effetti citotossici dei nanomateriale sul SNC ri-
guarda il rapporto tra le NP e la barriera emato-encefalica (BEE). Chen et al., (2008)
hanno esposto cellule endoteliali umane della microvascolatura cerebrale (HBMEC)
a dosi crescenti di NP di ossido di alluminio. | risultati hanno mostrato come il tratta-
mento con le NP determini una significativa riduzione della vitalita cellulare, I'altera-
zione del potenziale di membrana mitocondriale, I'aumento dello stress ossidativo e
la diminuzione dell’espressione delle proteine delle giunzioni occludenti (tight jun-
ctions). Quindi, secondo gli Autori I'integrita della BEE rappresenta uno dei principali
obiettivi delle NP di alluminio che esplicherebbero la loro azione tossica alterando le
funzioni mitocondriali.

Gli astrociti sono degli importanti mediatori degli effetti neurotossici e contribuiscono
in maniera fondamentale alla modulazione della permeabilita della BEE. Per questo
motivo, I'influenza dei NM sulla BEE pu0 essere indagata anche esponendo queste
cellule gliali alle NP al fine di verificare se tale trattamento ne modifichi la normale
morfologia e funzionalita o le capacita di adesione e crescita cellulare. In un esperi-
mento, condotto su astrociti isolati dalla corteccia cerebrale di ratti Sprague-Dawley,
I'esposizione a NP di ossido di ferro (Fe30, o y-Fe,0O3) ha dimostrato che negli astrociti
immaturi la somministrazione delle NP inibisce le capacita di adesione e la conse-
guente crescita cellulare. Al contrario, negli astrociti maturi questo nanomateriale non
altera la morfologia o la crescita cellulare, mentre determina un importante aumento
dell’attivita mitocondriale (Au et al., 2007).

Effetti citotossici ancora piu rilevanti sono stati dimostrati nelle cellule di astrocitoma
umano U87 esposte a concentrazioni crescenti di NP di TiO, (< 25 nm), di ossido di
manganese (< 50 nm) e di ossido di zinco (< 100 nm) (Lai et al., 2008). | risultati di
questo lavoro hanno evidenziato che NP di TiO, sono in grado di indurre una signi-
ficativa riduzione della sopravvivenza cellulare, che I'incremento della morte cellulare
é dose-dipendente e che i maggiori effetti citotossici sono causati dalle NP di ossido
di zinco, mentre quelle di ossido di manganese sono risultate le meno tossiche. Per
guanto riguarda la risposta cellulare, i dati dello studio mostrano che, in seguito al trat-
tamento con le NP di TiO,, le cellule U87 esibiscono tre diverse modalita di morte cel-
lulare: apoptosi, necrosi e apoptosi-necrosi.

Gli effetti delle NP di TiO, sul SNC sono stati valutati anche mediante diversi studi
in vivo. Nei topi BALB/c esposti per 60 giorni, mediante trattamento topico, a NP di
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TiO, di diverse dimensioni (10 nm, 25 nm, Degussa P25 (21 nm) e 60 nm), I'analisi
della tossicita e della distribuzione tissutale ha mostrato che, tra i differenti NM im-
piegati, il solo Degussa P25 era in grado di raggiungere il tessuto cerebrale (Wu et
al., 2009).

Lo studio istopatologico del SNC non ha rivelato la presenza di alterazioni patologiche.
Questo risultato conferma in parte i dati presenti in letteratura secondo i quali le NP
sarebbero in grado di attraversare la BEE e raggiungere, seppure in quantita modeste,
il SNC (Kreyling et al., 2002; Lockman et al., 2004; Oberdérster et al., 2004).
Risultati simili ai precedenti sono stati ottenuti in topi CD 1 (ICR) ai quali & stata som-
ministrata per via orale, in un’unica soluzione, una dose di 5 g/kg di particelle di TiO,
di diverse dimensioni (25 nm, 80 nm e 155 nm). Nei gruppi esposti alle NP ¢ stato
osservato un accumulo delle stesse nel SNC e la presenza, nella regione ippocampale,
di deboli lesioni cerebrali consistenti in vacuoli e degenerazione grassa del tessuto
nervoso (Wang et al., 2007).

Negli stessi animali di laboratorio sono stati invece rilevati importanti effetti neuro-
tossici in seguito alla somministrazione, mediante iniezione intraperitoneale, di NP
di TiO, in forma di anatasio (Ma et al., 2010). In particolare, nei gruppi di animali
esposti alle dosi maggiori di nanomateriale la produzione degli anioni superossido e
del perossido di idrogeno risultava significativamente maggiore. Il conseguente stress
ossidativo ha comportato un aumento della perossidazione lipidica, un rilascio di os-
sido nitrico, una riduzione dell’acido glutammico e dei livelli di attivita dell’acetilco-
linesterasi e degli enzimi antiossidanti. Inoltre, gli Autori hanno osservato anche delle
importanti modificazioni morfologiche delle cellule nervose, che assumevano forme
filamentose o si trasformavano in cellule inflammatorie.

In uno studio condotto da Shimizu et al., (2009) e stato dimostrato che I'esposizione
materna di topi ICR femmine gravide a NP di TiO, provoca nella progenie un‘impor-
tante modificazione dell’espressione dei geni associati all’apoptosi, allo stress ossi-
dativo ed allo sviluppo del SNC.

Infine, anche il trattamento di topi CD 1 (ICR) con NP di TiO, di 80 nm (come rutilio)
e di 155 nm (come anatasio), somministrate mediante instillazione intranasale, ha
provocato dei significativi effetti avversi sul SNC (Wang JX et al., 2008). Le NP pos-
sono raggiungere il SNC mediante un meccanismo di trasporto trans-sinaptico dopo
essere state assorbite dalle terminazioni nervose della mucosa nasale e si accumulano
particolarmente nel bulbo olfattorio e nell'ippocampo (Bodian e Howe, 1941a; Bo-
dian e Howe, 1941b; Tjalve et al., 1995; Oberddrster et al., 2004). | risultati di questo
studio hanno evidenziato che |'esposizione alle NP di TiO, determina un aumento
dello stress ossidativo, della risposta infiammatoria ed un significativo incremento dei
livelli cerebrali del Tumor Necrosis Factor alfa (TNF-a) e dell’interleuchina 1-beta. |
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suddetti effetti tossici sono risultati lievemente maggiori nel gruppo di animali esposto
all'anatasio suggerendo quindi l'ipotesi che la struttura cristallina del nanomateriale
svolga un ruolo di primaria importanza nell’induzione della risposta.

Analogamente allo studio precedente, I'instillazione intranasale in topi CD 1 (ICR) di
NP di Fe;03 (21 nm) ha indotto degli effetti neurotossici rilevanti quali I'aumento
dello stress ossidativo e la presenza di segni morfologici di danno cellulare in alcune
regioni del SNC degli animali trattati (Wang et al., 2009). Infatti, gli Autori hanno
osservato degenerazione neurodendritica, alterazioni della membrana cellulare ed
incremento dei lisosomi nel bulbo olfattorio e dilatazione del reticolo endoplasmatico
rugoso ed incremento dei lisosomi nell'ippocampo.

Il raggiungimento del SNC, attraverso il meccanismo di trasporto trans-sinaptico &
stato dimostrato anche per le NP di ossido di manganese (30 nm) somministrate per
via inalatoria a ratti Fischer 344 (Elder et al., 2006). Gli Autori hanno rilevato la pre-
senza del nanomateriale in diverse regioni cerebrali ma, analogamente agli studi pre-
cedenti, & stato osservato un accumulo preferenziale delle NP nel bulbo olfattorio.
Inoltre, nelle regioni in cui si verifica il deposito del nanomateriale, si riscontra un in-
cremento dei livelli di TNF-a e della proteina acida gliofibrillare, la quale € un indica-
tore specifico di reattivita o di danno degli astrociti. Laumentata espressione genica
di queste proteine indicherebbe la presenza di una risposta infiammatoria nei tessuti
interessati.

La produzione di ROS sarebbe alla base anche della neurotossicita osservata nei topi
maschi C57BL/6N esposti a NP di argento, il cui diametro era di 25 nm (Rahman et
al., 2009). Infatti, nelle diverse regioni cerebrali (nucleo caudato, corteccia frontale
ed ippocampo) degli animali trattati & stato possibile osservare un‘importante indu-
zione dello stress ossidativo e la presenza di un danno ossidativo del DNA. Inoltre, i
risultati hanno mostrato che le NP di argento sono capaci di modulare |'espressione
di molteplici geni coinvolti sia nello stress ossidativo sia nella produzione di agenti
antiossidanti. La produzione dei ROS, associata alla modulazione genica, influenze-
rebbe in maniera negativa il sistema immunitario causando di conseguenza |'apoptosi
cellulare e gli importanti effetti neurotossici rilevati.

In uno studio realizzato su ratti Fischer 344 sono stati indagati gli effetti, sulla BEE e
sul sistema vascolare del cervello, conseguenti ad un’esposizione a NP di alluminio
(Chen et al., 2008). La somministrazione intravenosa di NP di alluminio, il cui diametro
era compreso tra gli 8 e i 12 nm, ha indotto una diminuzione dell’espressione delle
proteine di giunzione occludente ed ha causato una marcata frammentazione del-
I'occludina e della claudina-5 che sono gli elementi fondamentali che regolano la nor-
male integrita della BEE.

Risultati simili sono stati ottenuti in ratti maschi Sprague-Dawley in cui lo stesso tipo
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di nanomateriale & stato somministrato attraverso iniezione intraperitoneale (Song
et al., 2008). L'analisi ultrastrutturale della BEE ha dimostrato che le NP di alluminio
provocano un danneggiamento della membrana cellulare, degli organelli citoplasma-
tici e delle giunzioni occludenti dell’endotelio capillare cerebrale. Inoltre, analoga-
mente allo studio precedente, & stata osservata un’importante riduzione
dell’espressione dell’occludina e della F-actina. Gli Autori hanno suggerito che la neu-
rotossicita delle NP di alluminio e correlata alla capacita di questo nanomateriale di
influenzare la permeabilita e di alterare I'integrita della BEE.

E probabile che I'inclusione di NP nei fluidi dei compartimenti corporei alteri le funzioni
del SNC in condizioni normali e/o le sue risposte a stress addizionali come ad esempio
I'ipertermia. NP contenenti metalli (Cu, Ag, Al con diametro di 50-60 nm) sembrereb-
bero infatti determinare disfunzioni del SNC in animali normali e aggravare patologie
causate dall'ipertermia (Sharma HS e Sharma A, 2007). L'esposizione a NP ha mostrato
di produrre anche significative modificazioni delle funzioni motorie, maggiormente
evidente nei ratti esposti a NP di Ag rispetto a Cu e Al (Sharma HS e Sharma A, 2007).
L'influenza delle NP metalliche sulla BEE & stata investigata anche in ratti Sprague-
Dawley esposti a NP di rame, alluminio e argento con diametro compreso tra 50 e
60 nm (Sharma et al., 2010). In questo studio le NP sono state somministrate attra-
verso iniezione intravenosa, iniezione intraperitoneale e perfusione corticale. | risultati
hanno mostrato che I'integrita della BEE & profondamente alterata dall’esposizione
ai NM, che gli effetti avversi piu rilevanti sono stati ottenuti con il trattamento intra-
venoso e con la perfusione corticale e che le NP maggiormente tossiche sono state
quelle di rame e di argento. Il meccanismo mediante il quale le NP causano una mo-
dificazione della permeabilita della BEE consisterebbe nell’induzione dello stress os-
sidativo che, a sua volta, provocherebbe il rilascio di sostanze neurochimiche,
citochine e ROS in grado di danneggiare le cellule endoteliali (Sharma HS e Sharma
A, 2007; Sharma et al., 2009). Conseguenza della rottura della BEE ad opera delle
NP ¢ il passaggio di macromolecole nel SNC, che spesso si associa con la formazione
di edema angiogenico (Sharma 20064, b; Sharma et al. 2006¢). La cronica sommini-
strazione di NP metalliche induce la formazione di edema in misura maggiore a livello
cerebrale piuttosto che nel midollo spinale, e I’azione edemigena sembra essere piu
spiccata da parte di NP di Ag rispetto a Cu o Al.

E probabile che I'edema negli animali trattati con NP determini conseguenze neuro-
patologiche e modificazioni in senso neurodegenerativo.

Infine il danno alla BEE conseguente all’azione delle NP consente I'ingresso di nume-
rose sostanze tossiche che normalmente non verrebbero in contatto con il microam-
biente del SNC e che sono in grado di produrre alterazioni cellulari morfologiche e
funzionali (Sharma 2004, Sharma 2006a-b).
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Nei neuroni di animali esposti alle NP si osservano alterazioni intracellulari come con-
densazione citoplasmatica e cromatolisi, danno alle membrane nucleari e addensa-
mento del carioplasma con nucleoli eccentrici.

5.5.4. Conclusioni

Nel complesso le NP possono raggiungere il SNC mediante due diversi meccanismi
che sono rispettivamente il trasporto trans-sinaptico lungo il nervo olfattorio, con-
seguente all’esposizione per via inalatoria o per instillazione intranasale, e la capta-
zione attraverso la BEE, che avviene in seguito alla somministrazione dei NM per via
intravenosa, intraperitoneale, orale o percutanea (Lai et al., 2000; Borm et al., 2006).
La facilita con la quale le NP attraversano la BEE rappresenta il motivo principale per
cui, negli ultimi anni, esse sono state impiegate in maniera intensiva nel settore bio-
medico al fine di realizzare il trasporto selettivo dei farmaci all'interno del SNC o
per sviluppare agenti terapeutici e diagnostici nei confronti di alcune patologie neu-
rodegenerative (Uwatoku et al., 2003; Bianco et al., 2005; Olivier, 2005; Silva, 2006).
Tuttavia, le attuali conoscenze relative ai possibili effetti tossici dei NM ingegnerizzati
sul tessuto nervoso sono ancora estremamente limitate e frammentarie. Cionono-
stante, in letteratura sono presenti alcuni studi in vitro ed in vivo che hanno eviden-
ziato la capacita delle NP di provocare, in cellule neuronali e gliali di derivazione
animale ed umana ed in diversi modelli animali, dei significativi effetti neurotossici.
Il principale meccanismo mediante il quale i NM esibiscono la loro tossicita, anche
a livello del SNC, e rappresentato dall'induzione di un importante stress ossidativo.
Inoltre, le NP sarebbero in grado di alterare la normale integrita della BEE e modu-
lerebbero I'espressione di molteplici geni coinvolti nella risposta inflammatoria e
nell’apoptosi.

Pertanto, appare evidente che un utilizzo sicuro delle nanotecnologie richieda una
migliore e pit approfondita conoscenza dei meccanismi molecolari che sottendono
agli effetti neurotossici finora evidenziati.

Infine, sono auspicabili ulteriori studi che verifichino gli eventuali effetti neurotossici
provocati dagli altri NM ingegnerizzati, oltre a quelli metallici finora principalmente
indagati, quali NP di carbonio e quantum dot.

5.6. Effetti cardiovascolari

L'interesse scientifico rivolto alla valutazione dei possibili effetti cardiovascolari delle
NP ingegnerizzate deriva dalla conoscenza della stretta associazione tra elevati livelli
del particolato atmosferico di dimensioni nanometriche (particelle ultrafini) ed eventi
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cardiovascolari quali I'ictus, I'infarto del miocardio, I'aritmia e la morte improwvisa
(Mossman et al., 2007). Al di la del fatto che alcune componenti chimiche delle par-
ticelle ultrafini sono analoghe a quelle delle NP ingegnerizzate, la dimensione nano-
metrica di per sé costituisce un elemento aggiuntivo in termini di tossicita potenziale:
& infatti ormai documentato che I'effetto citotossico del medesimo materiale chimico
& molto piu spiccato se la stessa massa di materiale viene somministrata in forma na-
nometrica o in particelle di dimensioni maggiori (Donaldson et al., 2001). Molto pro-
babilmente questa peculiare proprieta tossica delle NP deriva dall’elevato rapporto tra
la loro superficie totale e la loro massa, che si traduce in una superficie di contatto
molto piu elevata con il materiale biologico.

| meccanismi potenziali attraverso cui le NP ingegnerizzate potrebbero determinare
effetti sfavorevoli sull’apparato cardiovascolare sono essenzialmente due:

A. Un effetto indiretto secondario alla biopersistenza in ambito polmonare: questo
fatto potrebbe determinare I'instaurarsi di un persistente processo inflammatorio
cronico locale, con rilascio nella circolazione generale di mediatori quali le cito-
chine, in grado a loro volta di causare una persistente infiammazione sistemica
di lieve entita. Numerosi studi hanno consentito di stabilire al di la di ogni dubbio
che la presenza di inflammazione cronica & un forte fattore di predisposizione
all’aterosclerosi e ai conseguenti eventi acuti (infarto del miocardio ed ictus) cor-
relabili con questo processo degenerativo (Ross, 1999).

B. Un effetto diretto conseguente alla loro capacita di oltrepassare il parenchima
polmonare, giungendo a contatto con cellule (es. cellule endoteliali e piastrine)
e prodotti solubili (es. proteine della coagulazione) rilevanti ai fini del possibile
instaurarsi del danno cardiovascolare

5.6.1. Nanotubi di carbonio

Le NP ingegnerizzate pil studiate ai fini della valutazione del possibile effetto car-
diovascolare sono i nanotubi di carbonio. In particolare, sono stati investigati i possibili
effetti di questi NM su alcune vie fisiopatologiche di induzione del danno cardiova-
scolare quali I'ipercoagulabilita, la formazione di ateromi, I'induzione di uno stato
infiammatorio sistemico, la disfunzione/danno endoteliale (incluso il danno ossidativo)
e le alterazioni dellattivita cardiovascolare regolata dal sistema nervoso autonomo.
In questa revisione saranno analizzati separatamente gli effetti sui singoli meccanismi
d'azione; alcuni studi che hanno preso in considerazione piu di un possibile mecca-
nismo saranno pertanto citati piu volte.

Per quel che riguarda le alterazioni della coagulazione, & stato rilevato, in uno studio
in vitro condotto da Radomski et al. (2005), che sia i nanotubi di carbonio a parete
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singola (SWCNT) sia quelli a parete multipla (MWCNT) possono determinare un in-
cremento dell’aggregazione piastrinica: tale situazione costituisce un rischio per I'in-
staurarsi di un danno di tipo ischemico nell'uomo, come e dimostrato dall’efficacia
anti-aterosclerotica di terapie volte ad inibire I'attivazione piastrinica (Ben-Dor et al.,
2009). Un dato rilevante & che questo lavoro e stato eseguito su piastrine umane, e
pertanto la sua trasferibilita in ambito clinico € maggiore rispetto a quella di altri studi
in vitro esequiti su cellule animali. Un punto di debolezza (peraltro comune alla quasi
totalita delle sperimentazioni tossicologiche attualmente disponibili sul nanomateriale
ingegnerizzato) e costituita dalle alte dosi utilizzate, che sono di vari ordini di gran-
dezza maggiori rispetto a quelle di esposizione umana ipotizzabile in ambito occu-
pazionale o nell’ambiente. Il dato di Radomski & stato solo in parte confermato da
un successivo studio in vivo eseguito mediante un’unica esposizione polmonare (som-
ministrazione intratracheale) di MWCNT in topi Swiss (Nemmar et al., 2007): le alte-
razioni piastriniche, controllate piu volte in questi animali nell’arco di 24 ore, sono
risultate di lieve entita e tendevano a scomparire nei controlli eseguiti a piu di 6 ore
dall’esposizione. Va notato, peraltro, che in quest’ultimo studio sono stati indagati
solo i MWCNT (che nello studio di Radomski avevano un effetto inferiore a quello
dei SWCNT), e che non sono stati valutati i possibili effetti a lungo termine da espo-
sizione cronica. Pertanto, si pud concludere che sulla base dei dati disponibili, gli ef-
fetti sull’aggregazione piastrinica non sono particolarmente marcati, ma che ulteriori
studi sono auspicabili per precisare la presenza e |'entita di questa potenziale via di
danno cardiovascolare. E interessante notare come entrambi gli autori degli studi su
citati (Ben-Dor et al., 2009; Nemmar et al., 2007) abbiano eseguito, nell’ambito dello
stesso lavoro, uno studio parallelo in vivo per valutare la trasferibilita del dato otte-
nuto in vitro o ex vivo sulla formazione di un trombo arterioso in vivo. In particolare,
hanno valutato se la somministrazione di nanotubi di carbonio fosse in grado di ac-
celerare ed amplificare la formazione di trombi nell’arteria carotidea di ratto preven-
tivamente sottoposta a danno fisico o chimico: a fronte degli effetti relativamente
modesti sull’aggregazione piastrinica, in entrambi i modelli sperimentali e stato ri-
scontrato un indiscutibile effetto dei nanotubi di carbonio sulla formazione acuta di
trombi carotidei. Questo dato sembra indicare che altre componenti del complesso
processo della coagulazione oltre alle piastrine possano essere coinvolti dopo espo-
sizione a nanotubi di carbonio.

In effetti, questa ipotesi sembra trovare riscontro nei recenti dati di Erdely et al.
(2009), che hanno rilevato un marcato aumento del PAI-1 totale e attivo (una proteina
che svolge un ruolo chiave nell’inibizione della cascata fibrinolitica) in topi esposti
per via polmonare a nanotubi di carbonio. Anche in questo caso, pero, gli effetti
sono stati valutati in un modello sperimentale acuto (a 4 ore dall’esposizione) e sono
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pertanto necessarie conferme su un modello cronico, che & quello pil plausibile per
quel che riguarda I'esposizione nell’'uomo. La formazione di placche aterosclerotiche,
indotte da esposizioni polmonari ripetute a SWCNT in topi geneticamente predisposti
a danno aterosclerotico, & stata rilevata da Li et al. (2007). Lo studio & importante
perché dimostra la possibile instaurazione del danno dopo esposizioni ripetute, che
é la condizione piu verosimilmente trasferibile all’'uomo, e poiché le dosi utilizzate
sono relativamente di bassa entita. Va comunque rilevato che i topi oggetto del-
I'esperimento, oltre ad essere di un ceppo geneticamente predisposto all’ateroscle-
rosi, dovevano essere nutriti con una dieta iperlipidica per potere andare incontro
all'aterosclerosi: infatti, nel corso di una dieta standard, I'entita dell’aterosclerosi non
differiva tra i topi cimentati con i SWCNT e quelli cimentati con soluzione salina. Ap-
paiono pertanto opportuni ulteriori studi, anche se gia sulla base di tali dati potrebbe
ipotizzarsi un analogo rischio in lavoratori che abbiano di base un elevato rischio car-
diovascolare e che siano cronicamente esposti a SWCNT. Per esempio, lavoratori obesi
con forte familiarita per malattia cardiovascolare potrebbero essere riconducibili al
modello di predisposizione genetica (forte familiarita) e cofattore ambientale (dieta
iperlipidica nel caso del modello sperimentale di ratto e obesita nel modello umano).
Per quel che riguarda la possibilita di un’attivazione di uno stato infiammatorio siste-
mico, Salvador-Morales et al. (2006) hanno riscontrato in uno studio in vitro che i
nanotubi di carbonio, in particolare i SWCNT, sono in grado di attivare la via classica
del complemento (che & coinvolta nella maggior parte dei processi infiammatori nel-
I'uomo), mentre dati parzialmente contraddittori sono stati riportati in due studi in
vivo gia citati (Erdely et al., 2009; Li et al., 2007). Infatti, Erdely et al. (2009) hanno
notato un incremento di parametri quali la conta dei neutrofili e varie mediatori so-
lubili di infiammazione (IL-6, CXCL1, IL-5, CCL11, CCL22, CXCL2, S110a8, IL8rB e
Mac-1), oltre che I'espressione di geni pro-infiammatori in aorta. Per contro, Li et al.
(2007) non hanno notato differenze tra casi e controlli nei livelli ematici di MCP1, IL-
12, IL-6, TNF-a e IFN-y. Va notato comunque, che i due studi avevano un disegno
differente: valutazione in un modello acuto nello studio Erdely e in un modello cro-
nico in quello di Li. Sembra pertanto ipotizzabile che I'esposizione a nanotubi di car-
bonio determini uno stato infiammatorio acuto, che perd non viene probabilmente
mantenuto nel tempo.

L'assenza di citotossicita su colture di cellule endoteliali € stata riportata da Flahaut
et al. (2006), che con I'utilizzo di metodiche standard quali il red neutral assay e 'MTT
test non hanno evidenziato alcun danno dopo 24 ore di esposizione a varie misture
di nanotubi di carbonio. Per contro, nel citato modello in vivo di Erdely et al. (2009),
& stata rilevata un‘attivazione delle cellule endoteliali dell'aorta, documentata da
un’aumentata espressione della selectina E, che e una molecola di adesione, espressa
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solo sulle cellule endoteliali attivate, e che gioca un ruolo chiave nei processi iniziali
dellinstaurarsi del danno aterosclerotico. L'interpretazione dei dati di questi due studi
potrebbe essere che, sebbene i nanotubi di carbonio non inducano un danno cellulare
evidente sull’endotelio, possano nondimeno causare una disfunzione endoteliale,
che e altrettanto importante ai fini della genesi della malattia aterosclerotica. Va con-
siderato, a margine dello studio di Flahaut, che I'MTT test utilizzato nello studio pud
rivelarsi tecnicamente inadeguato per la valutazione della citotossicita dei nanotubi
di carbonio (Wérle-Knirsch et al., 2006).

La possibilita di un danno ossidativo sulle cellule dell’apparato cardiovascolare & sug-
gerita dai dati di uno studio di Simeonova et al. (2007), che ha riscontrato in vitro
che i SWCNT determinano ossidazione delle LDL nelle cellule endoteliali aortiche.
Poiché la fagocitosi da parte dei macrofagi delle particelle ossidate induce la forma-
zione delle cosiddette foam cells, rilevabili nelle fasi iniziali della malattia ateroscle-
rotica, questo dato e di enorme interesse ai fini del rapporto esposizione a
nanotubi/aterosclerosi. Ulteriore supporto a questo meccanismo fisiopatologico é
fornito dai dati dello studio di Li et al. (2007) che ha riscontrato un danno ossidativo
al DNA mitocondriale dell’aorta, oltre che una deplezione di sostanze naturali an-
tiossidanti quali il glutatione ridotto dopo esposizione cronica a SWCNT.

Infine, uno studio in vivo molto recente di Legramante et al. (2009) ha dimostrato
che la somministrazione ripetuta di SWCNT per via intratracheale puo determinare
alterazioni della regolazione da parte del sistema nervoso autonomo dellattivita car-
diaca. In particolare, nello studio sono state riscontrate alterazioni del controllo del
sistema baro-riflesso. Questo sistema fisiologico consente un continuo adattamento
della frequenza cardiaca a variazioni della pressione arteriosa, in modo da mantenere
costante la perfusione degli organi: nell'individuo sano quando, per varie circostanze,
la pressione cardiaca tende a scendere si verifica un incremento della frequenza e
I'opposto accade in caso di rialzo della pressione. Quando si verifica un’alterazione
di questo meccanismo omeostatico ci si trova in una condizione di aumentato rischio
cardiovascolare; infatti vari studi hanno dimostrato che soggetti con malfunziona-
mento del controllo baro-riflesso hanno un aumentato rischio di morte improvvisa
da cause cardiache, nonché di recidiva infartuale e di aritmie (La Rovere et al., 1998).
| risultati di Legramante et al. sono rilevanti in quanto ottenuti in un modello di som-
ministrazione sub-cronico (il dato é stato valutato a distanza di 2 settimane dalla
prima somministrazione di SWCNT) e suggeriscono che la valutazione dell’attivita
baro-riflessa potrebbe essere inclusa tra i parametri da controllare in soggetti sotto-
posti ad esposizione cronica di SWCNT.

In conclusione I'insieme delle evidenze sperimentali attualmente disponibili suggerisce
che I'esposizione a nanotubi di carbonio puo attivare molte delle vie fisiopatologiche
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note di danno cardiovascolare. Peraltro i dati vanno interpretati con estrema cautela,
sia perché ottenuti in condizioni acute (mentre |'esposizione attesa per I'uomo e ge-
neralmente cronica), sia perché sono state utilizzate quantita elevate di materiale
(mentre I'esposizione attesa per I'uomo e di quantita molto pitt modeste). Di partico-
lare rilevanza appare comunque la possibilita che la somministrazione di tali materiali
determini, in soggetti predisposti, non solo la formazione di placche aterosclerotiche
dopo somministrazione cronica, ma anche la formazione acuta di trombi. E noto in-
fatti che nell'uomo eventi ischemici drammatici quali infarto del miocardio ed ictus
si determinano nel contesto di una condizione cronica come la malattia ateroscle-
rotica, sulla quale, in opportune circostanze (ad esempio la presenza di placche ate-
rosclerotiche instabili), si puo innescare la formazione acuta di trombi, che causano
la completa occlusione del vaso arterioso interessato. Pertanto, la possibilita che
I'esposizione a nanotubi di carbonio possa avere un ruolo in entrambi tali processi
costituisce un elemento degno di particolare approfondimento. Allo stato attuale
delle conoscenze, sembra possibile ipotizzare che le vie fisiopatologiche attraverso
cui i nanotubi di carbonio possono indurre la malattia aterosclerotica possano essere
ricercate nella disfunzione endoteliale e nel danno ossidativo di elementi chiave delle
cellule dei vasi arteriosi quali il DNA mitocondriale, mentre per la formazione della
trombosi acuta potrebbe avere maggiore rilevanza |'attivazione di proteine della ca-
scata coagulativa piuttosto che I'effetto diretto sulle piastrine. Pit improbabili ap-
paiono altri meccanismi, quali I'induzione di un persistente stato inflammatorio
cronico sistemico, dato che gli studi fin qui condotti sembrano indicare un effetto
transitorio e di entita relativamente modesta. Non va infine trascurato il possibile
coinvolgimento di fini processi di regolazione nervosa, che possono determinare al-
terazioni irreversibili di importanti meccanismi di controllo neurogeno dell’attivita
cardiovascolare.

5.6.2. Conclusioni

Appare mandatorio, prima di giungere ad una qualsiasi conclusione sui possibili effetti
cardiovascolari delle NP ingegnerizzate, che vengano condotti ulteriori studi in grado
di rispecchiare nel modo piu fedele le condizioni espositive attese nell’attivita lavora-
tiva e nell'ambiente in genere.

5.7. Effetti immunologici

Pochi dati, prevalentemente derivati da studi in vitro, sono attualmente disponibili in
letteratura, relativi ad effetti sul sistema immunitario. Tali dati suggeriscono la possi-
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bilita che le NP, una volta raggiunta la circolazione sistemica, interagiscano con le
proteine circolanti o presenti sulla superficie delle cellule determinando I'esposizione
di residui amminoacidici normalmente non esposti (epitopi criptici) con la possibilita
di una risposta autoimmunitaria (Labarre et al., 2005). Altro possibile meccanismo di
danno e costituito dall’'interferenza con i processi di opsonizzazione e quindi con la
clearance di materiale estraneo (es. microorganismi) normalmente eliminato in virtu
di tale processo (Moghim e Patel 1998).

5.7.1. Nanotubi di carbonio

Studi in vivo hanno mostrato una serie potenziale di effetti sul sistema immunitario
dei nanotubi di carbonio. Koyama et al. (2006) hanno valutato la risposta immunitaria
in topi nei quali era stato eseguito un impianto sottocutaneo di nanotubi di carbonio
a parete singola (SWCNT) o multipla (MWCNT) per un periodo massimo di 3 mesi.
Gli autori hanno rilevato che questi materiali sono in grado di attivare il complesso
di istocompatibilita maggiore sia di classe 1 sia di classe 2 entro due settimane dal-
I'impianto. Questo tipo di risposta potrebbe essere alla base del peculiare quadro
istopatologico (formazione di granulomi), rilevato dopo esposizione polmonare. Mit-
chell et al. (2007) in uno studio inalatorio condotto su topi hanno riscontrato una
soppressione della risposta antigenica dipendente dai linfociti T, associata ad un in-
cremento della proteina ilnterleuchina-10 (IL-10), che & un indicatore di alterata fun-
zione immunitaria. Il significato funzionale di queste alterazioni rimane di incerta
interpretazione, stante le complesse inter-relazioni tra le varie componenti del sistema
immunitario. Appare tuttavia verosimile la compatibilita di tale reperto con una ri-
dotta abilita a combattere le infezioni, come del resto rilevato in precedenti studi am-
bientali ed epidemiologici, che hanno mostrato una ridotta capacita di eradicazione
spontanea delle infezioni dopo esposizione a particolato ambientale ultrafine.

Un effetto sull'immunita innata, in particolare sulla capacita dei macrofagi polmonari
di fagocitare il germe Lysteria monocytogenes, ¢ stata riscontrata da Shvedova et
al. (2008a) dopo esposizione polmonare a SWCNT in topi successivamente infettati
con il suddetto germe. Anche se I'esatto meccanismo attraverso cui i SWCNT possono
esercitare questo effetto rimane da chiarire, i risultati di questo studio sono tuttavia
di rilievo in termini di possibile aumentata recettivita alle infezioni nei lavoratori espo-
sti cronicamente a questo materiale. In contrasto con i dati degli studi precedenti,
Dumortier et al. (2006), in uno studio in vitro non hanno riscontrato alcun effetto da
parte dei nanotubi di carbonio sui linfociti di classe B e T e sui macrofagi. Va comun-
gue considerato che i nanotubi di carbonio utilizzati in questo studio erano funzio-
nalizzati mediante I'aggiunta di gruppi idrosolubili; tale processo modifica
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profondamente le caratteristiche chimico-fisiche di questi NM ed ha in genere un ef-
fetto di attenuazione sulle loro caratteristiche di citotossicita.

Una via indiretta per mezzo della quale le NP ingegnerizzate possono interagire con
il sistema immunitario & attraverso una loro interazione con la storia naturale di ma-
lattie a componente immunitaria quali I'amiloidosi. La forma primaria di questa ma-
lattia e determinata da un’alterazione monoclonale delle plasmacellule (cellule
coinvolte normalmente nell'immunita di tipo umorale) che producono il deposito fi-
brillare extracellulare caratteristico della malattia. In un recente esperimento, Linse et
al. (2007) hanno rilevato che una tappa cruciale nella formazione delle fibrille, la for-
mazione del nucleo critico, e fortemente incrementata, con modalita dose-dipendente,
dalla presenza di MWCNT. Esiste quindi la possibilita che il decorso di alcune patologie
autoimmunitarie possa essere slatentizzato o accelerato dall’'interazione con NP inge-
gnerizzate.

5.7.2. Conclusioni

| dati disponibili sono da considerarsi del tutto insufficienti per esprimere un giudizio
di tossicita delle NP ingegnerizzate sul sistema immunitario, anche alla luce delle dosi
elevate utilizzate. Essi costituiscono perd uno stimolo per ulteriori approfondimenti
della tematica.
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