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INTRODUZIONE



CAPITOLO 1
NANOTECNOLOGIA E NANOPARTICELLE



1.1 NANOSCIENZA E NANOTECNOLOGIA.

Il concetto di nanoscienza ¢ stato coniato per la prima volta dal fisico Richard Feynman
nel 1960 (Feynman, 1960) nel discorso intitolato “There’s plenty of room at the bottom-
An invitation to enter a new field of physics”, durante il quale avanzo I’ipotesi che si
sarebbero potuti costruire dispositivi di varia natura, agendo direttamente sulla posizione
degli atomi nella materia (Feynman, 1960).

Il termine nanotecnologia ¢ stato coniato invece per la prima volta, ventisette anni dopo,
da Kim Eric Drexler nel libro intitolato “Engines of creation: the coming era of
nanotechnology” (Drexler, 1986).

Attualmente, non esiste ancora una definizione universalmente accettata per nanoscienze
e nanotecnologie, ma ve ne sono molte simili tra loro. Secondo la Royal Society & The
Royal Academy of Engineering (UK) (2004) “Nanoscience is the study of phenomena
and manipulation of materials at atomic, molecular and macromolecular scales, where
properties differ significantly from those at a larger scale” e “Nanotechnology is the
design, characterisation, production and application of structures, devices and systems
by controlling shape and size at nanometre scale”. Analoga risulta essere la definizione
di nanotecnologia data dalla National Nanotechnology Initiative (USA) (NNI, 2006)
“Nanotechnology is the understanding and control of matter at dimensions of roughly 1
to 100 nanometres, where unique phenomena enable novel applications... At this level,
the physical, chemical, and biological properties of materials differ in fundamental and
valuable ways from the properties of individual atoms and molecules or bulk matter”.

In sintesi le nanoscienze costituiscono il punto di incontro di discipline diverse che
vanno dalla fisica quantistica, alla chimica supramolecolare, dalla scienza dei materiali,
alla biologia. Le nanotecnologie, invece, puntano a sfruttare e ad applicare i metodi e le
conoscenze derivanti dalle nanoscienze. Esse fanno riferimento ad un insieme di
tecnologie, tecniche e processi che richiedono un approccio multidisciplinare e che,
basandosi sulla manipolazione della materia su scala atomica e molecolare, prevedono la
creazione e utilizzazione di materiali, dispositivi e sistemi con dimensioni a livello
nanometrico, i cosi detti nanoprodotti. Questi ultimi hanno dimensioni molto ridotte,
comprese tra gli 1 e 100nm (Inm ¢ un miliardesimo di metro). Le prospettive
rivoluzionarie associate alla nanotecnologie derivano dal fatto che, a queste dimensioni
ridotte, comportamenti e caratteristiche della materia cambiano drasticamente rispetto a

dimensioni maggiori, in tal modo le nanotecnologie rappresentano un modo
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radicalmente nuovo di produzione di materiali, strutture e dispositivi con proprieta e
funzionalita grandemente migliorate o del tutto nuove.

Le nanotecnologie trovano applicazione in tutti i settori produttivi. Numerosi sono i
prodotti derivanti dal loro utilizzo, alcuni gia disponibili sul mercato, altri in procinto di
esserlo. Il loro numero ¢ in costante crescita. Negli ultimi otto
anni, la produzione di NP ¢ aumentata notevolmente: ¢ stato stimato infatti che finora
sono stati realizzati 1628 prodotti nanotecnologici impiegati nei settori piu disparati

(The Project on Emerging Nanotechnologies Consumer Products Inventory, 2013) (Fig
1).
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Fig. 1: numero di prodotti nanotecnologici dal 2005 al 2013.

I principali produttori dei prodotti nanotecnologici sono gli Stati Uniti, che allo stato
attuale hanno realizzato ben 741 nanoprodotti, seguiti poi dall’Europa (UK, Francia,
Germania, Finlandia, Svizzera, Italia, Svezia, Danimarca), con 440 nanoprodotti,
dal’Est Asiato (incluso Cina, Taiwan, Korea, Giappone), con 276 nanoprodotti, ed
infine da altri paesi (Australia, Canada, Messico, Israele, Nuova Zelandia, Malesia,
Tailandia, Singapore, Filippine), con 86 nanoprodotti (The Project on Emerging

Nanotechnologies Consumer Products Inventory, 2013) (Fig 2).
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Fig. 2: numero di nanoprodotti nei diversi paesi negli anni 2006, 2011 e 2013.

Tra 1 nanoprodotti si possono annoverare nanoparticelle per vernici, tessuti, cosmetici
ed alimenti, nanocompositi come “hard disks” per registrazione di dati ad altissima
densita o “chips” di memoria, dispositivi fotonici, superfici autopulenti, sistemi avanzati
per la somministrazione mirata di farmaci, protesi mediche piu resistenti € con
migliorata biocompatibilita, materiali innovativi per i sistemi di produzione e stoccaggio
dell’energia. In poche parole, le applicazioni delle nanotecnologie sono potenzialmente
infinite e rivolte praticamente a tutti i settori produttivi, cid fa si che le nanotecnologie
possano contribuire in maniera decisiva alla promozione di uno sviluppo sostenibile. I1
mercato delle nanotecnologie sembra raggiungere effettivamente dimensioni veramente
enormi. La sua crescita ¢ straordinaria: ¢ stato stimato infatti che dopo il 2015 essa sara
pari a pit di 1000 miliardi di dollari (The Project on Emerging Nanotechnologies

Consumer Products Inventory, 2013).



1.2 NANOPARTICELLE: DEFINIZIONE ED ORIGINE

Secondo la American Society for Testing and Materials (ASTM, 2006), si definiscono
con il termine di nanoparticelle (NPs) particelle aventi dimensioni comprese tra 1 e

100nm (Fig 3).

Fig. 3: Nanoparticelle

Le NP differiscono tra loro per dimensione, origine, forma (sferica, tubulare, filamentosa
o irregolare), composizione, € possono esistere allo stato disperso o in forma fusa,
aggregata e agglomerata.

Le ridotte dimensioni delle NPs fanno si che esse posseggano proprieta e caratteristiche
differenti da quelle possedute dagli stessi componenti aventi dimensioni maggiori (i cosi
detti “bulk materials” o macroparticelle) (Borm et al, 2006; Poma and Di Giorgio,
2008). Tali proprieta sono attribuibili all'aumentato rapporto tra I'area di superficie e il
numero per unita di massa delle NPs che implica una maggiore reattivita chimica, una
maggiore resistenza e conducibilita elettrica e, potenzialmente, una piu accentuata
attivita biologica. Cio fa si che esse seguano leggi fisiche a meta tra la fisica classica e
la fisica quantistica (Marconi, 2006). Inoltre va sottolineato che grazie alle forze adesive
di superficie le NPs possono interagire con altre NPs formando aggregati o agglomerati
di dimensioni maggiori (Mohanraj and Chen, 2006). Gli aggregati sono costituiti da NPs
tenute insieme da forze molto stabili, mentre gli agglomerati sono costituiti da NPs
tenute insieme da forze deboli come forze di Van der Waals, elettrostatiche o di tensione

superficiale. La tendenza a formare aggregati e/o agglomerati comporta una riduzione
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dell’reattivita chimica delle NPs facendo si che esse assumano comportamenti e
proprieta simili alle macroparticelle.

A seconda della loro origine esse vengono classificate in: naturali ed antropogeniche
(Guzman et al, 2006). Le prime sono una componente chiave del nostro ecosistema;
sono prodotte da nanofossili (Southam and Donald, 1999) vulcani, processi chimici di
combustione (incendi) ( Banfieldet al, 1990), agenti microbici (Labrenz, et al, 2000) e da
componenti di sedimenti acquatici (sale marino) (Van der Zee, et al, 2003; Garvie, and
Buseck, 2004). Le seconde invece, cosi chiamate in quanto sono prodotte dall’uomo,
vengono a loro volta distinte, a seconda se sono prodotte volontariamente o
involontariamente, in NPs intenzionali e non intenzionali (Guzman et al, 2006; Marconi,
2006). Le NPs non intenzionali provengono da sorgenti di combustione ad alta
temperatura come inceneritori, fonderie, cementifici, gas di scarico delle automobili e
riscaldamento domestico, fumo di sigarette, mentre quelle intenzionali, dette anche
ingegnerizzate, sono frutto della nanotecnologia. Si tratta di metalli, semiconduttori,
polimeri, ecc.. che sono utilizzati in diversi settori (settore agricolo, elettronico,

biomedico, farmaceutico, cosmetico, alimentare ecc...). (Fig 4)
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Fig. 4: Principali fonti di NPs.

La principale differenza tra le particelle antropogeniche non intenzionali ed intenzionali
¢ la natura polidispersa e chimicamente complessa delle prime, rispetto alle
caratteristiche di monodispersione e precisa composizione chimica delle seconde (Cyrys
et al, 2003).
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CAPITOLO 2
PARTICOLATO ED EFFETTI SULL’UOMO E
SULL’AMBIENTE
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2.1 PARTICOLATO ATMOSFERICO

L’uomo ¢ da sempre esposto alle NPs, dato che molte di esse sono di origine naturale.
Tuttavia, ’esposizione alle NPs ¢ cresciuta notevolmente nell’ultimo secolo a causa del
crescente sviluppo industriale. Oggigiorno, le NPs costituiscono una cospicua parte del
particolato atmosferico urbano, detto anche areosol urbano. Con tale termine si intende
I’insieme di particelle solide o liquide disperse nell’atmosfera, con dimensioni comprese
tra pochi nanometri e decine di micron (EPA, Environmental Protection Agency-USA,
www.epa.gov). La composizione chimica del particolato ¢ costituita da ioni inorganici
(solfati, nitrati, ammonio), da carbonio elementare ed organico, da metalli come
piombo, zinco, rame ecc.. € da acqua.

Le particelle che concorrono alla formazione del particolato sono sia di origine naturale
(particelle di roccia e di suolo erose, sollevate o risospese dal vento, materiale organico e
ceneri derivanti da incendi boschivi o da eruzioni vulcaniche, pollini e residui vegetali,
spore, spray marino, resti di insetti) che antropogenica non intenzionale (particelle
derivanti da impianti industriali e di riscaldamento, da emissione di auto, dall’ usura del
manto stradale e dei freni, dallo smaltimento dei rifiuti). Il rapporto fra questi fattori
varia molto a seconda dei luoghi. Nelle aree urbane le proporzioni tra questi fattori sono
sbilanciate a favore dei fattori antropogenici non intenzionali, dove sono senza dubbio le
emissioni delle industrie, del riscaldamento domestico, della combustione dei motori
delle auto, dei fumi di tabacco, e degli inceneritori a costituire l'apporto preponderante
(Cyrys et al, 2003)

L’immissione diretta delle particelle nell’atmosfera viene definita particolato primario,
mentre si definisce particolato secondario quel particolato costituito da particelle
originate dalla conversione di gas, immessi in atmosfera, (monossido di carbonio, ossidi
di zolfo e di azoto ecc...), in particelle solide mediante processi di nucleazione. Si tratta
di processi tramite i quali radicali presenti in fase gassosa si aggregano per costituire
particelle piu grandi. Entrambi 1 tipi di particolato, primario e secondario, svolgono un
importante ruolo tra gli inquinanti atmosferici a causa dei loro effetti negativi sulla

salute umana e per il forte impatto ambientale (Fig. 5).
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Fig. 5: Particolato primario e secondario prodotto da fonti naturali ed antropogeniche

non intenzionali.

Le particelle che costituiscono il particolato differiscono oltre che per composizione ed
origine, anche per forma, densitd, e dimensione. Le dimensioni delle particelle
rappresentano pero il parametro piu importante da prendere in considerazione per
comprenderne il comportamento ed il tempo di residenza nell’atmosfera (Marconi,
2003)

Attualmente si utilizza un identificativo formale delle dimensioni, il Particulate Matter
(PM) seguito dal diametro aerodinamico massimo delle particelle, che rappresenta il
diametro equivalente di una particella perfettamente sferica di densita unitaria (1g/cm3)
che ha le stesse proprieta inerziali della particella in esame nelle medesime condizioni di
temperatura, pressione ¢ umidita relativa.

Sulla base delle dimensione le particelle vengono cosi suddivise (Organizzazione
Mondiale della Sanita, Oms, 2000) in :

e Particolato grossolano: particolato di dimensioni superiori ai 10 pm.

e PM,, —particolato formato da particelle inferiori a 10pum.

e PM; s — particolato fine con diametro inferiore a 2,5 pm.

e PM,,;- particolato ultrafine (PUF), detto anche nanoparticolato, con diametro
inferiore a 0,1 pm.

Il particolato grossolano ¢ costituito da particelle di grosse dimensioni derivate
essenzialmente da processi meccanici (erosione, risospensione meccanica o eolica,
macinazione), che tendono a sedimentare in tempi brevi (ore o minuti), ritrovandosi cosi

vicino alle sorgenti di emissione.
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Il particolato fine si forma per processi di nucleazione, di coagulazione o di
condensazione di particelle ultrafini. La coagulazione e la condensazione sono processi
che prevedono la produzione di particelle di dimensioni maggiori a partire dall’
interazione ed aggregazione di particelle di dimensioni minori. Tra le particelle che
costituiscono il particolato fine si annoverano solfati, nitrati, ione ammonio, carbonio
elementare ed organico, e particelle di origine biologica come spore fungine, lieviti,
batteri.

Infine, il particolato ultrafine ¢ costituito da prodotti della nucleazione di vapori

sovrasaturi (biossido di zolfo e di azoto, ammoniaca, e prodotti della combustione).
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2.2 EFFETTI DEL PARTICOLATO ATMOSFERICO SULLA
SALUTE UMANA

Secondo 1 dati sull'inquinamento dell'aria  pubblicati, nel 2011,
dall’Oms “/'inquinamento atmosferico raggiunge livelli pericolosi per la salute in
numerose citta” (WHO, www.who.int). Lo studio Oms ¢ senza precedenti e riguarda i
dati relativi alle concentrazioni medie di PM;, di 1.100 citta di 91 Paesi, tra le quali le
capitali ed 1 centri con piu di 100mila abitanti. I dati sulla qualita dell'aria sono stati
ottenuti da fonti pubbliche nazionali o comunali, basate sui risultati dei controlli della
qualita dell'aria effettuati in ogni citta. Essi si basano su misurazioni effettuate dal 2003

al 2010 (Fig 6).
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Fig 6: dati relativi alla concentrazione media annua di PM, in tutto il mondo, negli anni

2003-2010.

Nelle linee guida I'Oms fissa una soglia per la qualita dell'aria che prevede una
concentrazione massima annuale di PM;, di 20ug/m3, ma 1 dati pubblicati dall'agenzia
dell'Onu per la salute dimostrano che in diverse citta questa concentrazione raggiunge
fino a 300 pg/m3. Tale concentrazione ¢ aumentata notevolmente negli anni 2008-2009.
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In media, solo qualche citta presenta valori conformi alle linee guida dell'Oms. Per il
2008, ¢ stato stimato a 1,34 milioni il numero di decessi prematuri attribuibili
all'inquinamento atmosferico in citta. Se i valori fossero stati dappertutto conformi alle
linee guida dell'Oms, 1,09 milioni di vite avrebbero potuto essere salvate in quell'anno.
Secondo 1’0Oms il particolato pit nocivo per la salute umana ¢ rappresentato perd dal
particolato fine ed ultrafine, in quanto in grado di penetrare nei polmoni, entrare nella
circolazione sanguigna e provocare malattie respiratorie e cardiovascolari . Purtroppo
solo per alcune citta sono disponibili 1 dati relativi al PM; s dai quali € emerso che ogni
anno piu di 2 milioni di persone muoiono a causa dell'inalazione di particolato fine
presente nell’aria. Per questo motivo I’Oms ritiene di approfondire gli studi in materia di
PM,s5 . PMy,, chiede una maggiore informazione e sensibilizzazione sui rischi
dell'inquinamento atmosferico e di mettere in opera efficaci politiche per controllalo e
gestirlo in modo corretto, in modo da ridurre notevolmente il numero di persone che
soffrono di malattie respiratorie e cardiache. L’Oms ha stabilito come media annuale
massima di concentrazione di PM, s 10 ug/m3. Attualmente numerosi Paesi sono privi di
regolamentazione sulla qualita dell'aria e, quando ne hanno una, le norme nazionali e la
loro applicazione variano considerevolmente. Al fine di salvaguardare la salute umana,
negli USA I’EPA nel 2012 ha regolamentato il PM, s stabilendo come standard per la
qualita dell’aria un valore massimo pari a 12pug/m3 (EPA, www.epa.gov). In Europa, la
Direttiva 2008/50/CE del Parlamento europeo e del Consiglio del 21 maggio 2008,
relativa alla qualita dell'aria, stabilisce come valore massimo annuo per PM;(40 pg/m3 e
prevede che nel 2015 il valore massimo annuo per PM; s sia 25 pg/m3, raggiungendo poi
20 pg/m3 nell’anno 2020 (Gazzetta Ufficiale dell’Unione Europea, 2008). La presente
direttiva istituisce misure volte a:
e definire e stabilire obiettivi di qualita dell'aria, al fine di ridurre gli effetti nocivi
per la salute e per I'ambiente;
e valutare la qualita dell'aria negli Stati membri sulla base di metodi e criteri
comuni;
e garantire che le informazioni sulla qualita dell’aria siano messe a disposizione
del pubblico;
e mantenere la qualita dell’aria, laddove sia buona, e migliorarla ove non lo sia;
e promuovere una maggiore cooperazione tra gli Stati membri nella lotta contro

I’inquinamento atmosferico.
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Con tale Direttiva gli Stati membri si impegnano a rispettare i valori soglia di PM e,
qualora questi siano superati, devono provvedere ad elaborare piani di azione volti a
sospendere le attivita che contribuiscono al superamento di queste soglie (la circolazione
dei veicoli a motore, i lavori di costruzione, I’attivita degli impianti industriali, ecc).

La Direttiva europea relativa alla qualita dell’aria ¢ attuata in Italia dal Decreto
Legislativo n°155 del 13 agosto del 2010.

Al giorno d’oggi, gli studi presenti in letteratura riguardo la tossicita del particolato
atmosferico sulla salute umana sono in genere di tre tipi: studi epidemiologici, che
mirano ad individuare le possibili correlazioni tra le concentrazioni di particelle presenti
in atmosfera e gli effetti sulla salute umana; studi sperimentali in vivo, effettuati su
animali, ed in vitro condotti su colture cellulari, che mirano ad individuare e
comprendere 1 meccanismi biologici attraverso i1 quali I’esposizione al particolato puo
provocare effetti nocivi sull’'uomo. Dall’analisi di questi studi appare in maniera
evidente che non ¢ possibile generalizzare un profilo tossicologico per le NPs
atmosferiche, in quanto NPs differenti per caratteristiche chimico-fisiche hanno in
genere proprieta tossicologiche differenti. Ecco perché risulta utile valutare caso per
caso ogni tipo di NPs.

Tre sono le vie di ingresso delle particelle presenti nell’aria nel corpo umano: la via

respiratoria, cutanea e gastro-intestinale.

ASSORBIMENTO RESPIRATORIO

Numerosi studi condotti sia in vivo che in vitro dimostrano che I’inalazione ¢ la
principale via di esposizione, mentre ancora poco si conosce circa 1’assorbimento delle
NPs cutaneo e gastro-intestinale (Warheit et al, 2007). In tal modo [’apparato
respiratorio rappresenta il primo organo bersaglio. Studi epidemiologici nella
popolazione mostrato una stretta associazione tra livelli atmosferici di particelle ed
incrementi di morbidita e mortalita per patologie respiratorie (Peters et al, 1997;
Wichmann et al, 2000; Penttinen et al, 2001; Ibald-Mulli et al, 2002 ), ed hanno inoltre
fornito fondate indicazioni di possibili effetti cancerogeni per il polmone (Vineis et al,
2004). Le particelle si depositano nelle vie respiratorie, attraverso un processo di
diffusione che risulta essere facilitato dal fattore dimensionale delle stesse (Zhang et al

2005). Quelle di dimensioni maggiori che costituiscono il particolato grossolano si
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depositano a livello del tratto respiratorio superiore non riuscendo a superare la laringe
(particolato sedimentabile), le PM;y e PM,s raggiungono il tratto naso-faringeo e
tracheobronchiale (rispettivamente particolato inalabile e toracico), dove sono
successivamente espulse mediante meccanismi di “clearance” muco-ciliare, mentre le
PMy1 (NPs) penetrano nel tratto respiratorio inferiore, in particolare nella regione
alveolare (particolato respirabile), (Nel et al, 2006). Qui le NPs possono o essere
fagocitate dai macrofagi, il che comporta una severa risposta di flogosi polmonare
(Gardiner et al, 2001), oppure traslocare in siti extrapolmonari, attraverso il circolo
sanguigno, raggiungendo cosi organi come cuore, fegato e cervello (Gwinn and

Vallyathan , 2006) (Fig 7).

Fig 7: Penetrazione delle particelle nell’apparato respiratorio.

Le patologie polmonari indotte dalle NPs (bronchiti, asma, tracheiti, cancro ecc...) sono
correlate allo stress ossidativo, che induce attivazione di numerosi fattori trascrizionali
che vanno ad attivare la trascrizione di geni proinfiammatori, quali 1 geni che codificano
per le interleuchine 6 ed 8 e per il fattore di necrosi tumorale (IL-8, IL-6 e TNFa) (Nel et
al., 2006).
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ASSORBIMENTO CUTANEO

Un'altra importante via attraverso cui le particelle atmosferiche possono penetrare
nell'organismo umano ¢ la pelle. Sebbene la presenza di abrasioni o lacerazioni cutanee
rappresenti una via di ingresso per le particelle, Tinkle e collaboratori (2003) hanno
dimostrato che anche la pelle integra, se impegnata in movimenti di flessione, puo
rappresentare una via di penetrazione per le particelle di dimensioni micrometriche e
nanometriche, le quali possono depositarsi nell'epidermide. L’ epidermide rappresenta
una barriera protettiva per il derma sottostante particolarmente ricco di sangue, vasi
linfatici e cellule dendritiche. Lo strato epidermico a differenza del derma, non essendo
vascolarizzato, rappresenta "l'ambiente" in cui le NPs potrebbero potenzialmente
alloggiarsi e non essere suscettibili di rimozione adopera di processi di fagocitosi. La
capacita delle NPs di attraversare la pelle ¢ determinata dalla capacita di penetrare lo
strato corneo, per poter esercitare la tossicita negli strati piu profondi. La penetrazione e
l'assorbimento di NPs dipende dalla struttura chimica delle stesse, solo le particelle
liposolubili sono in grado di muoversi attraverso la componente lipidica intercellulare e
raggiungere le cellule dello strato corneo, dei follicoli piliferi e dei dotti di escrezione
sudorale (Holsapple et al, 2005).

Le NPs di dimensioni notevolmente ridotte possono pero giungere al derma (Ryman-
Rasmussen et al. 2007) Una volta penetrate nel derma le NPs possono raggiungere 1 vasi
linfatici, trasportate dai macrofagi e dalle cellule dendritiche. Dal circolo linfatico si
suppone poi che le NPs possano accedere al circolo sanguigno ed essere distribuite a

tutto il corpo (Gwinn MR et al., 2006).

ASSORBIMENTO GASTRO-INTESTINALE

Le NPs possono entrare nell'organismo in seguito all'ingestione di cibi o acque
contaminati (Lomer et al. 2002). Si tratta principalmente di silicati e biossido di titanio.
Una volta ingerite per via orale, possono essere assorbite attraverso le placche linfatiche
di Peyer e da qui possano traslocare nei tessuti non linfatici dell'intestino. Tale
traslocazione ¢ strettamente correlata a due fattori intrinseci delle NPs: la dimensione
fisica e la composizione; cido vuol dire che le NPs di piccole dimensioni e quelle aventi

caratteristiche di idrofobicita vengono assorbite piu facilmente. Una volta assorbite esse
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possono o venire attaccate dai normali processi digestivi (Chen Z et al. 2006) oppure
possono migrare attraverso il circolo sanguigno in altri organi e tessuti, quali fegato,
milza, sangue, rene ¢ midollo osseo. Tale migrazione ¢ influenzata dalle proprieta

chimico-fisiche delle NPs come dimensione, forma, composizione e carica.

DISTRIBUZIONE DELLE NPs

Una volta assorbite a livello respiratorio, cutaneo e gastro-intestinale, le NPs possono
giungere nella circolazione sistemica e migrare successivamente in diversi organi e
tessuti. E’ stato dimostrato che le NPs nell’'uomo entrano nel circolo sanguigno in un
minuto (Nemmar et al, 2002). La traslocazione attraverso la circolazione sistemica
induce la produzione di citochine e diversi fattori di crescita, tra i quali si puo
annoverare quello di derivazione piastrinica, da parte dei fibroblasti interstiziali.
L’attivazione piastrinica, 1’interazione con i globuli rossi e la produzione di citochine e
chemochine puo indurre disturbi della coagulazione (Oberdorster et al, 2005). Gli effetti
cardiovascolari possono essere considerati come il corollario di una sequenza di eventi
che origina da un'iniziale assorbimento delle NPs, procede con l'instaurarsi di una
risposta sistemica acuta, alla quale si associano un'aumentata attivita dei fattori della
coagulazione tra i quali il fibrinogeno (Pekkanen et al, 2000) e termina con difetti di
perfusione, episodi di ischemia e infarto del miocardio (Seaton et al, 1995). Studi
epidemiologici riportano che un’esposizione prolungata a NPs atmosferiche puo
provocare addirittura morte per problemi cardiovascolari (Pope et al, 2004).

Dalla circolazione sistemica le NPs possono raggiungere altri organi e apparati; il fe-
gato rappresenta il maggior sito di distribuzione, seguito dalla milza e da altri organi del
sistema reticolo endoteliale (Akerman et la, 2002). Il danno epatico, indotto dalle
nanoparticelle si caratterizza per la presenza di processi flogistici, necrosi e lesioni
istologiche. Il danno epatocellulare origina dall’l'attivazione del citocromo P450, che
comporta la perossidazione delle membrane lipidiche, 1'inibizione della sintesi proteica,
la disregolazione dell'omeostasi del calcio e l'attivazione di enzimi coinvolti in processi
apoptosici (Oberdorster et al, 2005).

Dall'analisi della letteratura emerge anche una capacita neurotossica delle NPs. Sono
presenti due ipotesi differenti circa la modalita con cui le NPs possono penetrare nel
sistema nervoso centrale (SNC). La prima prevede una traslocazione delle nanoparticelle

dalle vie aeree superiori agli assoni neurali, attraverso il nervo olfattivo (Oberdorster et
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al, 2005).La traslocazione attraverso il nervo olfattivo ¢ giustificata dalla notevole
vicinanza tra la mucosa nasale olfattiva e il bulbo olfattivo, condizione che favorisce un
rapido trasporto neuronale.

La seconda ipotesi descrive il passaggio delle NPs dalla circolazione sistemica all'SNC
mediante la barriera emato-encefalica (BEE), grazie a meccanismi di diffusione passiva
o di trasporto endocitotico carriers mediato (Lockman et al,2002). Lo studio condotto da
Calderon-Garciduenas e collaboratori (2002) su animali, circa gli effetti neurotossici
delle NPs, ha dimostrato l'instaurarsi di processi flogistici e alterazioni
neurodegenerative della mucosa e del bulbo olfattivo, dei neuroni corticali e subcorticali,
apoptosi delle cellule gliali della sostanza bianca, insorgenza di placche non neuritiche e
di ammassi neurofibrillari; tali alterazioni sembrano essere dovute alla capacita NPs di
generare stress ossidativo. Inoltre vi sono due vie di traslocazione neuronali addizionali
per le NPs: il nervo trigemino e i nervi sensoriali tracheobronchiali. Studi condotti in
modelli animali dimostrano che NPs instillate per via intranasale e intratracheale
possono raggiungere I’SNC attraverso questi due nervi e indurre disturbi cardiovascolari
(Hunter and Dey, 1998; Hunter and Undem, 1999). Qualunque sia la via attraverso cui le
NPs raggiungono il SNC, il processo di traslocazione neuronale dipende dalle loro
caratteristiche. (Oberdorster et al, 2005).

In letteratura sono presenti anche studi riguardanti la genotossicita delle NPs
atmosferiche. NPs di biossido di titanio sono in grado di indurre alterazioni mitotiche,
mutazioni cromosomiche e danni a carico del Dna, connessi alla produzione di specie
reattive dell’ossigeno, che possono indurre anche all’apoptosi, ossia alla morte cellulare

programmata (Rahman et al, 2002).
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2.3 EFFETTI DEL PARTICOLATO ATMOSFERICO SULL’
AMBIENTE

Oltre ad incidere negativamente sulla salute umana, il particolato atmosferico
rappresenta un vero e proprio pericolo anche per I’ambiente, divenendo cosi oggetto di
studi ecotossicologici.

Con il termine ecotossicologia si intende “una branca della tossicologia che studia gli
effetti tossici, causati dal particolato, sui costituenti degli ecosistemi, animali (incluso
[’'uomo), vegetali e microrganismi, in un contesto globale” (Truhaut, 1977). 1l suo
sviluppo ¢ incrementato notevolmente in seguito al progresso industriale, che ha indotto
ad analizzare i1 rischi ambientali ed ecologici associati all’inquinamento dell’aria.
Secondo I’EPA (www.epa.gov) gli effetti ambientali del particolato atmosferico possono
essere suddivisi in due gruppi: effetti sulla visibilita e sul clima/microclima ed effetti
sugli ecosistemi, che rappresentano I’insieme di organismi biologici ed ambiente in cui

vivono (Fig 8).

¢ Transport / Transformation

Fig 8: Rappresentazione schematica delle fonti e degli effetti ambientali del particolato

atmosferico
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EFFETTI SULLA VISIBILITA’ E SUL CLIMA E MICROCLIMA

La visibilita atmosferica ¢ correlata all’ assorbimento e alla riflessione della radiazione
solare ad opera del particelle atmosferiche. Tale assorbimento e/o riflessione dipendono
dalla dimensione e composizione chimica delle particelle e della lunghezza d’onda della
radiazione stessa. Maggiore ¢ I’inquinamento atmosferico, maggiore ¢ il numero di
particelle in grado di riflettere la luce solare, cid ha come conseguenza un decremento
della visibilita, che si osserva maggiormente nelle aree abitative ed industriali (Huang et
al, 2009; Chang, 2009). Tra gli inquinanti maggiormente responsabili di questa
riduzione vi sono 1 solfati: essi provocano una dispersione della luce solare soprattutto in
condizioni di umidita.

In tal modo, il particolato atmosferico influenza direttamente il bilancio energetico
terrestre, a cui € correlato il clima. L’effetto climatico dipende dalla quantita di energia
luminosa riflessa (backscattering) rispetto a quella assorbita. Le particelle atmosferiche
riflettono la luce solare in maniera piu efficiente rispetto agli oceani o alle terre emerse,
portando ad un raffreddamento della superficie della Terra, in quanto fungono da nuclei
di condensazione per le nuvole, aumentandone la probabilita di formazione. Dall’altra
parte pero alcuni tipi di NPs atmosferiche possono contribuire anche positivamente al
riscaldamento della Terra, in quanto assorbono la radiazione infrarossa.

Il particolato ha effetti anche sul microclima urbano: infatti, nei centri urbani
I’inquinamento dell’aria contribuisce all’effetto “isola di calore”, inibendo la perdita di
radiazioni ad onde lunghe durante la notte, facendo si che le citta siano piu calde.

Inoltre I’inquinamento atmosferico ¢ correlato anche ad un aumento delle precipitazioni
nelle aree urbane: le particelle immesse nell’aria in seguito alle attivita umane, fungendo
da nuclei di condensazione, favoriscono la formazione di nubi e nebbie. In tal modo
ricadendo sotto forma di pioggia, esse inquinano il suolo e le acque, provocando un
disastro ambientale che si ripercuote sull’intera catena alimentare.

Variazioni delle condizioni climatiche giocano un ruolo importante, inoltre, nel
determinare le concentrazioni di ozono. Si tratta di un gas presente negli strati piu alti
dell’atmosfera (troposfera) che si forma in seguito a reazioni che avvengono tra le
particelle atmosferiche in presenza della luce solare e che ha il compito assorbire e
trattenere parte dell’energia solare (Kinney, 2008). La sua produzione aumenta nelle
giornate calde, quando I’aria ¢ stagnante, al contrario, ¢ limitata nei giorni nuvolosi,

freddi, con pioggia o vento (Jacob and Winner, 2009).
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EFFETTI SUGLI ECOSISTEMI

Le particelle presenti nell’aria possono essere trasportate per lunghe distanze dal vento e
possono depositarsi sul suolo o nelle acque, mediante processi di sedimentazione oppure
ricadendo sotto forma di pioggia. La sedimentazione ¢ il processo secondo il quale ogni
particella tende a cadere e depositarsi sotto I’azione della forza di gravita. Questo
fenomeno riguarda le particelle piu grandi, mentre quelle piu piccole tendono a restare
sospese sotto I’azione dei venti e delle correnti. Come gia precedentemente esposto, le
particelle atmosferiche contribuiscono alla formazione di nubi e quindi anche ad un
aumento delle precipitazioni, in particolar modo all’acidificazione delle piogge,
associata all’emissione di solfati e nitrati, che abbassano notevolmente il pH delle
piogge. Le piogge acide hanno un impatto ambientale notevole. Tra gli effetti che
possono provocare si annovera I’acidificazione di laghi e torrenti, la modifica
dell'equilibrio dei nutrienti nelle acque costiere e nei bacini fluviali, la riduzione dei
nutrienti nel suolo, danni alle foreste e alle coltivazioni agricole, e conseguenze sulla
biodiversita degli ecosistemi (Lovett et al, 2009).

Gli effetti ecotossicologici delle piogge acide sono piu chiaramente visibili negli
ambienti acquatici, come ad esempio corsi d'acqua, laghi e paludi. La maggior parte dei
laghi e corsi d'acqua ha un pH compreso tra 6 e¢ 8. Le piogge acide acidificano i corsi
d’acqua che hanno una bassa capacita tamponante, ossia bassa capacita di neutralizzare 1
composti acidi, e ne influenzano di conseguenza le specie acquatiche che vi vivono.
Infatti, le piogge acide inducono il rilascio di alluminio dal letto dei corsi d’acqua, che ¢
altamente tossico per le specie di organismi acquatici che 1i popolano (Driscoll et al.
2001; Lovett et al, 2009). Cid puo avere effetti piu o meno gravi sui pesci come
alterazione del peso corporeo, riduzione del numero e in alcuni casi estinzione delle
specie ittiche, influenzando di conseguenza la biodiversita (Jenkins et al, 2007). Non
tutti gli animali acquatici sono sensibili all’acidificazione delle acque: ad esempio la
rana riesce a tollerare bene un pH acido rispetto alla trota. In generale 1 pesci piu giovani
sono piu sensibili al pH acido, ma per alcune specie anche gli adulti lo sono. Oltre ad
incidere negativamente sulle specie ittiche, il pH delle acque influenza anche le piante
acquatiche, in tal modo specie di pesci, pur tollerando ’abbassamento di pH, possono
essere fortemente danneggiati. L’abbassamento del pH riduce inoltre la concentrazione
di carbonio organico disciolto (Monteith et al 2007), cido permette alla luce di penetrare

in profondita, incrementando la crescita di alghe sui fondali ed, in aggiunta I’ aumento
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della visibilita comporta un’ alterazione dei rapporti preda-predatore (Yan et al. 2008). 11
carbonio organico disciolto svolge una funzione importante: complessandosi con
I’alluminio ne riduce la tossicita. L’acidificazione delle acque quindi riducendo la
quantita di carbonio incrementa di conseguenza la tossicita dovuta al rilascio di
alluminio.

Un’ulteriore problema riguardante i corpi idrici ¢ quello dell’eutrofizzazione (Lovett et
al, 2009). Il termine eutrofizzazione deriva dal greco eutrophia (eu = "buono", trophos =
"nutrimento"), che indica una condizione di ricchezza di sostanze nutritive nell’ambiente
acquatico, dovuta ad un’abbondanza di inquinanti atmosferici come nitritati e solfati.
L’eccessiva disponibilita di tali sostanze comporta la proliferazione incontrollata di
alghe (sia tossiche che non). Il loro aumento numerico presso la superficie dello
specchio d’acqua comporta a sua volta una diminuzione della disponibilita di ossigeno,
rendendo I’ambiente acquatico inospitale per le specie vegetali ed animali. La fioritura
di alghe in tal modo inficia la salute di pesci e crostacei e compromette le piante
acquatiche (fanerogame) e le barriere coralline, inducendo cosi alterazioni dell’intera
catena alimentare. Secondo la National Oceanic and Atmospheric Administration
(NOAA) questo fenomeno riguarda gli ecosistemi costieri ed pud avere ripercussioni
sulla salute umana: pesci o frutti di mare contaminati possono rappresentare un vero e
proprio rischio per 'uomo.

Altro effetto ecotossicologico delle piogge acide riguarda gli ecosistemi terrestri. Il
rallentamento della crescita delle foreste (Asli and Neumann, 2009), la caduta delle
foglie in periodi estivi ed in casi estremi la morte di singoli alberi, piante o addirittura di
intere aree forestali sono attribuibili alle piogge acide. Queste perd non sembrano essere
I’unica causa, ad esse si associano altri fattori quali insetti, siccita e clima freddo. Le
piogge acide possono contaminare il suolo direttamente oppure indirettamente,
scorrendo nei corsi d’acqua. I danni del suolo dipendono dalla sua capacita tamponante:
a parita di quantita di pioggia acida un suolo che ha maggior capacita tamponante sara
meno sensibile ai danni indotti da questa. Tale capacita ¢ correlata allo spessore e alla
composizione del suolo. Le piogge acide provocano indebolimento degli alberi,
limitazione delle sostanze nutritive presenti nel terreno e rilascio dal terreno di sostanze
tossiche. L’indebolimento degli alberi puo essere provocato da danni alle foglie (le
foglie avendo un rapporto superficie/volume elevato, assorbono grandi quantita di NPs
presenti nell’aria attraverso gli stomi), che comportano in casi estremi anche 1’inibizione

della fotosintesi, o alle radici, mediante inibizione della formazione di peli radicali o
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deformazione delle radici stesse (Yin et al, 2011). I danni a carico delle piante
dipendono oltre che dalla concentrazione anche dalla composizione chimico-fisica delle
NPs atmosferiche (Dietz and Herth, 2011). Le piogge acide lavano via le sostanze
nutritive dal terreno, allontanandole dalle piante che quindi non avendone piu a
disposizione rallentano la loro crescita, oppure inducono il rilascio di alluminio dal
terreno, che risulta essere tossico per le specie vegetali (Lovett et al, 2009). L’effetto
negativo delle piogge acide sulla vegetazione a sua volta si ripercuote negativamente
sulla catena alimentare e quindi anche sulla salute umana: vegetali contaminati (frutta e
verdura) rappresentano un pericolo per la salute delle specie animali e dell’uomo.
L’ingestione di alimenti vegetali ed animali, contaminati dalle NPs atmosferiche, puo
compromettere la salute umana. In tal modo appare necessaria una valutazione
approfondita della trasferibilita delle NPs atmosferiche all’'uomo attraverso la catena

alimentare
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2.4 MISURA DELL’ESPOSIZIONE

La considerevole quantita di dati riguardo gli effetti delle NPs atmosferiche sulla salute
umana e sull’ambiente ha incrementato notevolmente negli ultimi anni gli studi sullo
sviluppo di sistemi atti a misurarne 1’esposizione. Per la valutazione dell’esposizione
diversi sono 1 parametri da prendere in considerazione, quali la concentrazione, 1’area di
superficie e il chimismo superficiale delle NPs (Marconi, 2006).

Diversi strumenti sono utilizzati per la misurazione della concentrazione delle NPs, quali
contatori a condensazione di particelle, analizzatori a mobilita differenziale, misuratori

di particelle a scansione di mobilita, contatori ottici e impattatori a bassa pressione.

CONTATORI A CONDENSAZIONE DI PARTICELLE (Cpc)

Si tratta di contatori che consentono I’analisi in tempo reale di NPs con dimensioni
comprese tra 7 e 100 nm. L’aerosol nanoparticellare viene fatto passare attraverso una
camera sovrasatura di vapore, contenente una sostanza, quale alcool butilico o
isopropilico, a tensione di vapore nota, utilizzata come saturatore; successivamente il
flusso viene sottoposto a raffreddamento, in seguito al quale si ottiene la condensazione
del vapore sulle NPs. In tal modo sulla superficie delle NPs si formano goccioline di
vapore (droplet), che fanno aumentare la dimensione della NPs stessa. A questo punto le
NPs, aumentate di dimesioni, sono analizzate attraverso un sen-sore ottico che misura il
coefficiente di diffusione della luce (tight scattering). Si ottiene la concentrazione di
NPs espressa come NPs/cm’. Un limite di questa metodica & che, se la sovrasaturazione
del vapore ¢ molto elevata, la risposta dei Cpc non ¢ sensibile alla composizione delle
particelle misurate.

I Cpc sono suddivisi in Cpc a detenzione diretta e indiretta. Quelli a detenzione diretta
determinano le concentrazioni delle NPs dal conteggio individuale dei droplet formatisi
in seguito alla condensazione, mentre quelli a detenzione indiretta ne determinano la
concentrazione attraverso misurazione della luce attenuata o della luce diffusa che

attraversa la nube costituita dalla condensazione del vapore.
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ANALIZZATORI A MOBILITA DIFFERENZIALE (Differential Mobility Analyser,
Dma):

Si tratta di strumenti che analizzano particelle cariche elettricamente con dimensioni
comprese tra 5-800nm. Tali particelle sono suddivise in classi dimensionali uniformi, in
relazione alla loro mobilita elettrica. Successivamente mediante I'impiego di un Cpc si
procede alla misura della loro concentrazione numerica (Poluzzi et al, 2006; Bouwer et

al, 2004)

MISURATORE DI PARTICELLE A SCANSIONE DI MOBILITA’ (Scanning Mobility

Particle Sizers, Smps)

Sono spettrometri costituiti da un Dma e un Cpc, che misurano la concentrazione di
particelle con dimensioni comprese tra 3-800 nm. Le particelle fatte passare at-traverso
due elettrodi o una nube di ioni generati da una sorgente radioattiva; questo passaggio
causa la migrazione delle particelle in funzione della loro carica e del loro diametro. Le
particelle separate in questo modo vengono conteggiate mediante un Cpc. Questo
strumento permette di valutare il numero di particelle in funzione della dimensione
(Bartolucci and Cottica, 2006). La piu recente versione dell’Smps ¢ il Fast Mobility
Particle Sizer (Fmps), che consente di ottenere la distribuzione dimensionale ancora piu
rapidamente (in pochi secondi, rispetto a qualche minuto dello SMPS) e, grazie ad una
serie di elettrometri come sensori della carica delle particelle, evita 1’'uso della sorgente

radioattiva.

CONTATORE OTTICO DI PARTICELLE

In questo strumento l'acrosol particellare in esame viene fatto passare attraverso una
camera trasparente con spessore ridotto; un laser attraversa la cella e, in funzione del
tempo e della velocita di flusso del campione, eccita il sensore tante piu volte, quanto
piu pulito risultera il campione stesso. La quantita di luce intercettata sara direttamente
proporzionale al numero di particelle opache che si sono interposte con la sorgente di

luce.
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IMPATTATORI A BASSA PRESSIONE DEL TIPO ELPI

Questi apparecchi consentono la misurazione della concentrazione di NPs con diametro
compreso tra 6,8 nm e 10 um, dopo averle caricate elettricamente. La loro carica in ogni
stadio di impatto viene misurata da un elettrometro multicanale. L analisi si basa sulla

separazione inerziale e sulla carica delle NPs.

Oltre alla concentrazione, per la valutazione dell’esposizione € necessario anche
misurare l'area di superficie delle NPs, cio ¢ da attribuire al fatto che diversi studi
tossicologici sostengono che essa sia correlata con 1 potenziali effetti biologici (Maynard
and Zimmer, 2002; Moshammer and Neuberger, 2003). L’area superficiale puo esser

misurata attraverso 1’uso dell'epifaniometro e dei caricatori a diffusione.
EPIFANIOMETRO

E’ uno strumento in cui all'aerosol nanoparticellare viene addizionato il radioisotopo
2'Pb in fase gassosa. Esso ¢ in grado di misurare la radioattivita generata da ioni
aderenti alla superficie delle particelle, la quale risulta essere proporzionale all'area

superficiale attiva delle stesse (Me Murry, 2000).

CARICATORE A DIFFUSIONE

Con questo dispositivo si misura la radioattivita generata da ioni positivi unipolari
aderenti alla superficie delle particelle, la quale risulta essere proporzionale all'area

superficiale delle stesse.

Sia I’epifaniometro che il caricatore a diffusione presentano perd uno svantaggio: sono
soggetti a possibili errori se le particelle aerodisperse sono dotate di cariche. Tuttavia
studi di laboratorio hanno mostrato una buona correlazione tra le misure di area
superficiale derivate dall’uso di questi strumenti e quelle derivate dalla microscopia
elettronica a trasmissione (TEM) per particelle con dimensioni inferiori a 100nm (Ku

and Maynard, 2005).
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CAPITOLO 3
NANOPARTICELLE INGEGNERIZZATE E LORO
APPLICAZIONI
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3.1 PRODUZIONE E CLASSIFICAZIONE DELLE
NANOPARTICELLE INGEGNERIZZATE

La produzione volontaria di NPs destinate alla nanotecnologia (NPs ingegnerizzate)
viene realizzata attraverso due processi chimico-fisici differenti: 1’approccio
“discendente” detto anche “top down” e quello “ascendente” denominato anche “bottom
up”. 1l primo approccio consiste nel ridurre con metodi fisici le dimensioni delle
strutture verso livelli nano. Il secondo approccio invece utilizza piccoli componenti,
normalmente molecole o aggregati di queste, come “building blocks” per realizzare
nanostrutture, sia di tipo inorganico che organico (Fig 9). Allo stato attuale le tecniche
“top down” sono quelle generalmente piu consolidate, mentre per cio che riguarda le
tecniche "bottom up"” si ¢ ancora in genere in una fase di sviluppo, nonostante esse

possono offrire aspettative maggiori.

materiali
mocroscopici

approccio
“dall’alto”
{top down)

NANOSTRUTTURE
(1-100 nanormeti]

componenti miniatutizzatli per applica-
Fioni elettroniche gd altri fini tecnologici

approccio
“dal basso”
{bottom up}

molecole

Fig 9: Approccio top down e bottom up per la produzione di NPs.

Entrambi 1 tipi di approcci consentono di produrre NPs differenti non solo per

dimensione, compresa nel range di 100nm, ma anche per forma e composizione.
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FORMA

A seconda della forma le NPs si distinguono in tre categorie: nanopolveri, fullereni e
nanotubi.

I fullereni sono delle gabbie sferiche formate da un arrangiamento ordinato di strutture
esagonali e pentagonali di atomi di carbonio. La quantita di poligoni presenti e la loro
relativa proporzione determinano le dimensioni ¢ la forma del fullereni. I fullereni
maggiormente utilizzati, costituiti da 60 atomi di carbonio, hanno ad esempio forma

sferica (Singh and Nalwa, 2007) (Fig 10).

Fig. 10: Fullerene

I nanotubi possono avere parete singola o multipla. Quelli a parete singola possono
essere descritti come un tubo costituito da uno strato di carbonio arrotolato su se stesso e
racchiuso alle due estremita da due calotte emisferiche. Il loro diametro generalmente
non supera i 10 nm. Quelli a parete multipla sono costituiti da piu nanotubi a parete

singola concentrici (Fig 11).

Fig. 11: Nanotubi a parete singola (A) e a parete multipla (B)
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COMPOSIZIONE

In base alla composizione ¢ possibile distinguerle in 4 categorie: NPs di carbonio, NPs
di metalli, dendrimeri e compositi.

Le NPs di carbonio sono composti principalmente da carbonio, di solito nella forma di
sfere vuote o ellissoidi (fullereni) o tubi (nanotubi).

Le NPs composte da metalli includono quantum dots, nanogold, nanosilver ¢ ossidi di
metalli come il biossido di titanio. Un quantum dot ¢ un cristallo semiconduttore
altamente impaccato di centinaia o migliaia di atomi, e le cui dimensioni sono
nell’ordine da alcuni nanometri a alcune centinaia di nanometri. Al variare delle
dimensioni dei quantum dots, variano le loro proprieta ottiche, e sono utilizzati per la

loro capacita di emettere fluorescenze diverse (Fig 12).

Fig. 12: Quantum dot

I dendrimeri sono polimeri costituiti da unita ramificate di forma globulare costruite in
modo iterativo, che si possono variamente disegnare per conferire specifiche funzioni.
Al loro interno i dendrimeri presentano cavita in cui possono essere incluse molecole

(Fig. 13).

Fig. 13: Dendrimero
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Infine, i compositi sono ottenuti combinando fra loro solidi di diversa natura e spesso
costituiti da una matrice (metallica, polimerica o ceramica) che viene rinforzata con
particelle di dimensioni nanometriche. Questa unione permette di ottenere sistemi ibridi
con proprieta meccaniche, termiche e elettriche intermedie a quelle dei singoli
costituenti e quindi materiali piu resistenti, leggeri, poco sensibili alla corrosione,

all’usura abrasiva.
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3.2 APPLICAZIONI NANOTECNOLOGICHE DELLE
NANOPARTICELLE

La crescente applicazione delle NPs nei settori tecnologici piu disparati ¢ da attribuire
alle caratteristiche dimensionali di queste (Lines, 2008). Infatti le ridotte dimensioni
fanno si che esse abbiano caratteristiche magnetiche, ottiche, termiche, elettriche e
quanto-meccaniche differenti da quelle degli stessi materiali di dimensioni maggiori, in
tal modo queste possono essere utilizzare per fabbricare materiali e sistemi con proprieta
del tutto nuove.

Secondo The Project on Emerging Nanotechnologies Consumer Products Inventory
(2013) le NPs trovano impiego in diversi settori quali: salute e fitness,
elettrodomestico, automobilistico, elettronico ed informatico, alimentare ecc. (Tabella
1). Cio fa si che le nanotecnologie siano 1 principali promotori dello sviluppo
tecnologico del XXI secolo, in grado di influenzare tutti 1 settori produttivi e la stessa

vita quotidiana.

Aree di utilizzo Applicazioni

Salute e fitness | Cosmetici, abbigliamento, sport, cura della persona, creme solari...

Elettrodomestici | Batterie,frigoriferi, condizionatori, lavatrici...

Automobile Pneumatici, catalizzatori, accessori e finiture, lucidatura per auto...
Elettronica e Processori, hard-disk, cuffie, display, pulitori antibatterici per pc...
informatica

Cibo e bevande | Attrezzi da cucina, contenitori per cibi, integratori per minerali e

vitamine. ..

Prodotti per Peluche e biberon antibatterici,giocattoli...

bambini

Casa e giardino | Materiali da costruzione e rivestimento, prodotti per lacasa,

purificatori, pitture anti-graffio...

Varie Rivestimenti e trattamenti superficiali

Tabella 1: settori ed impiego delle NPs ingegnerizzate.
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I dati della Lux Research (2008) riportano che il mercato dei prodotti nanotecnologici €
stato pari a 147 miliardi di dollari nel 2007 e 310 miliardi di dollari nel 2008, stima che
sembra possa crescere fino a 3000 miliardi di dollari dopo il 2015.

Le NPs utilizzate nei vari settori differiscono per la forma e la composizione.
Generalmente le nanopolveri vengono usate in quattro settori: elettronico ed informatico,
salute e fitness, casa e giardino, cibo e bevande. Nanopolveri di silice e di alluminio
trovano impiego negli abrasivi per la lucidatura e la pulizia dei dischi rigidi dei PC,
mentre nanopolveri di ossido di zinco o di biossido di titanio sono utilizzate nelle creme
protettive solari con lo scopo di migliorare I’azione schermante ai raggi UV. Le
nanopolveri a base di ossido di ferro o di biossido di titanio conferiscono alle vernici ed
alle tinture nelle quali vengono disperse miglior resistenza al graffio, maggiore facilita di
pulizia e maggiore resistenza ai solventi organici. Proprio per ’azione schermante ai
raggi UV, le nanopolveri di biossido di titanio sono utilizzate anche nell’industria
alimentare per contenitori ed imballaggi alimentari, e, grazie alla loro brillantezza, sono
usate come chiarificanti in bevande (Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri,
2008).

L’impiego dei nanotubi e dei fullereni € invece molto piu esteso, nonostante molte delle
loro caratteristiche siano in parte ignote. Attualmente sono impiegati nell’industria
cosmetica (creme protettive solari), elettronica (transistor), metallurgica (leghe e metalli
leggeri e resistenti), automobilistica (additivi di vernici antigraffio e nelle mescole dei
pneumatici) e negli attrezzi sportivi (nelle scioline per sci, nelle mazze da golf e nelle
racchette e palle da tennis). (Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri, 2008).
Per quanto riguarda la composizione, la maggior parte delle NPs utilizzate nei settori
nanotecnologici sono nanoparticelle di argento, seguite poi da NPs di titanio ( incluso
anche quelle di biossido di titanio), carbone, silicio, zinco (incluso anche 1’ossido di
zinco) ed infine oro (The Project on Emerging Nanotechnologies Consumer Products

Inventory, 2013) (Fig 14).
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Fig 14: Composizione delle NPs impiegate nei settori nanotecnologici.

Attualmente il settore nanotecnologico piu sviluppato ¢ quello della salute e del fitness
che annovera ben 788 nanoprodotti (The Project on Emerging Nanotechnologies

Consumer Products Inventory, 2013) (Fig. 15).

Product Categories

H2006 m2011 m2013

788

E 300 |
2 221 194

Fig. 15: Numero di prodotti nei diversi settori nanotecnologici negli anni 2006, 2011 e

2013.
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In questo settore le NPs vengono impiegate per la produzione di prodotti per la cura
personale, vestiti, cosmetici e creme solari (The Project on Emerging Nanotechnologies

Consumer Products Inventory, 2013) (Fig. 16).
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Fig 16: numero di nanoprodotti nelle diverse sottocategorie del settore salute e fitness.

Nella sottocategoria dei prodotti per la cura personale, stimati nel 2013 a circa 292,
rientrano i prodotti per la cura della salute (The Project on Emerging Nanotechnologies
Consumer Products Inventory, 2013). Tra questi si possono annoverare NPs per il
trasporto selettivo di farmaci e di oligonucleotidi (drug delivery e gene therapy), NPs per
la costruzione di scaffold ossia di supporti tridimensionali utili per la rigenerazione di
tessuti danneggiati (ingegneria tissutale) ed infine NPs per la diagnostica, dove sono
utilizzate come mezzi di contrasto per migliorare le tecniche di imaging, quali la
risonanza magnetica nucleare. Cio ha permesso lo sviluppo della nanomedicina ossia di
una medicina letteralmente rivoluzionata basata sull’utilizzo di strumenti diagnostici piu
efficaci e sistemi di cura innovativi, che possono incrementare lo sviluppo di terapie
personalizzate. In tal modo le applicazione delle NPs in nanomedicina hanno un impatto
notevole non solo dal punto di vista economico ma anche e soprattutto dal punto di vista

sociale.
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3.2.1 APPLICAZIONI BIOMEDICHE DELLE NANOPARTICELLE

3.2.1.1 NANOBIOTECNOLOGIA E CARATTERISTICHE DELLE
NANOPARTICELLE UTILIZZATE IN CAMPO BIOMEDICO

Negli ultimi anni la comunita scientifica internazionale sta focalizzato la propria
attenzione sulla nanobiotecnologia. Si tratta di una nuova disciplina che nasce dal
connubio della biotecnologia e della nanotecnologia, con lo scopo di creare materiali di
scala nanometrica che possano interagire con le strutture biologiche umane. Tali
nanomateriali trovano impiego nella nanomedicina, in particolar modo nel drug delivery
e nella gene therapy rispettivamente come vettori per la veicolazione di farmaci o di
materiale genetico, nell’ ingegneria tissutale come supporti per la rigenerazione di tessuti
e nella diagnostica come agenti di contrasto per tecniche di bioimaging.

L’impiego delle NPs nelle scienze biomediche ¢ da attribuire alle loro ridotte dimensioni
che fanno si che possano essere confrontate con le entita biologiche. Basti pensare che le
NPs hanno dimensioni comprese nel range di 100nm mentre un virus ha dimensioni tra i
10 e 1 150nm, una proteina tra i 5 e 1 50nm, ed un gene arriva ad avere una lunghezza tra

110 e 1 100nm ed uno spessore di circa 2nm (Fig 17).
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Fig. 17: dimensioni delle nanoparticelle a confronto con le dimensioni delle componenti

biologiche.
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La loro taglia nanometrica le consente dunque di penetrare profondamente nei tessuti
attraverso i fini capillari, attraversare la fenestrazione presente nel rivestimento epiteliale
ed essere catturate efficientemente dalle cellule (Vinagradov et al., 2002). Naturalmente
I’interazione e 1’ingresso dell NPs nelle cellule e nei compartimenti sub-cellulari dipende
dalle loro proprieta specifiche, come la taglia, la forma, la carica, proprieta che ¢
necessario controllare e modificare opportunamente per un loro impiego nelle
applicazioni terapeutiche (Petros and De Simone, 2010).

Le NPs utilizzate nelle applicazioni biomediche possono essere metalli, polimeri, vetri,
ceramici e, sempre piu spesso, sistemi compositi, che consentono di soddisfare il
maggior numero di requisiti per I’interazione con il corpo umano.

I nanomateriali polimerici sono suddivisi in due categorie : naturali e sintetici, ognuna

delle quali presenta specifici vantaggi e svantaggi (Tabella 2).

NATURALI SINTETICI
Collagene acido poliglicolico (PGA)
Fibrina acido polilattico (PLA)
Acido ialuronico acido polilattico co- glicolico
(PLGA)
Chitosano polietilenglicole (PEG)
Gelatina polistirene (PS)
Alginato di sodio poliestere
Albumina poliammine

Tabella 2: tipologie di materiali naturali e sintetici delle NPs usate in campo
biomedico

Le nanoparticelle naturali sono generalmente di natura proteica (il collagene, la fibrina,
ecc..) o polisaccaridica (I’acido ialuronico). Il vantaggio principale nell’utilizzo di
materiali naturali sta nella loro natura amminoacidica o polisaccaridica che ne facilita il
riconoscimento da parte delle cellule, poiché dotate intrinsecamente di segnali
biochimici per ’attivazione di determinate risposte cellulari. D’altro canto, perd, questi
materiali presentano alcuni inconvenienti, come la composizione variabile, la scarsa
prestazione meccanica, il limitato tempo di permanenza, inteso come elevata velocita di
degradazione e/o di assorbimento, e, soprattutto nel caso di materiali di derivazione

animale, problemi relativi all’immunogenicita.
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I materiali sintetici (ad es. il polistirene, il polietilenglicole, poliestere, ecc..), la cui
produzione e lavorazione ¢ cresciuta in seguito allo sviluppo di nuove tecnologie di
sintesi ¢ di trasformazione, invece, hanno una struttura chimica simile ai polimeri
naturali, presentano bassi costi di produzione, ottima riproducibilita ed alte prestazioni
meccaniche. Il maggiore svantaggio di questi materiali ¢ che non vengono riconosciuti
dalle cellule in maniera specifica. Questo problema puo essere superato modificando i
polimeri sintetici in modo da garantirne I’interazione con le cellule. Talvolta questa
interazione pud condurre a una sorta di metabolizzazione del polimero che nel tempo
viene degradato e successivamente eliminato. Questi polimeri vengono impiegati in
quelle applicazioni per le quali ¢ richiesto un uso temporaneo. E’ fondamentale
evidenziare che 1 materiali polimerici per uso biomedico differiscono dagli stessi
materiali impiegati per applicazioni tradizionali, in quanto, devono contenere quantita
molto limitate di additivi e di residui monomerici che possono essere rilasciati nei
tessuti.
Diversi sono 1 requisiti che una NP deve possedere per essere utilizzata in campo
biomedico. Tra questi si possono annoverare:

¢ la biofunzionalita

e la biocompatibilita

e la biodegradabilita

¢ la bioattivazione

e il targeting cellula-specifico
La biofunzionalita ¢ la proprieta che un nanomateriale deve possedere per riprodurre una
determinata funzione biologica nel corpo umano. Ad esempio nell’ingegneria tissutale
questa si riferisce alla capacita che il nanomateriale ha di svolgere la funzione del tessuto
sostituito per un periodo prolungato di tempo.
La biocompatibilita, invece, ¢ correlata all’ atossicita, cio¢ alla capacita delle NPs di
essere ben tollerate nel corpo, continuando a svolgere la loro funzione per I’intera durata
dell’applicazione. Normalmente il corpo umano attiva numerosi € complessi meccanismi
biologici che hanno la funzione di difenderlo nei confronti dei materiali estranei, con cui
viene in contatto, ritenuti dannosi. Tali meccanismi di difesa, sebbene indispensabili per
la sopravvivenza di un individuo, costituiscono il principale ostacolo all’applicazione
biomedica delle NPs. Proprio per questo motivo 1 primi nanomateriali impiegati in
biomedicina erano inerti (nanomateriali di prima generazione). Tuttavia nessun

materiale inerte, che sia tollerato passivamente dall'organismo e non stimoli una
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incorporazione ed un riconoscimento, pud assicurare la stabilita delle sue prestazioni per
lunghi periodi di tempo. Pertanto ai nanomateriali di prima generazione bioinerti, si sono
sostituiti 1 materiali di seconda generazione, ossia biodegradabili. La biodegradabilita si
riferisce alla capacita delle NPs di essere facilmente metabolizzate dall’organismo. Tra i
materiali biodegradabili si possono annoverare i poliesteri a base di acido lattico (PLA)

e 1 loro copolimeri con acido glicolico (PLGA), destrano e chitosano (Tabella 3).

MATERIALI BIOCOMPATIBILI
Acido polilattico (PLA)

Acido poliglicolico (PGA)

Acido polilattico-co-glicolico (PLGA)

Polietilenglicole (PEG)

Tabella 3: materiali biodegradabili delle NPs biomediche

I polimeri sono tipicamente degradati in oligomeri e singoli monomeri metabolizzati e
rimossi poi dal corpo attraverso le normali vie metaboliche,in particolare attraverso il
ciclo di Krebs (Lammers et al., 2010; Grund, 2011).
Ai nanomateriali di seconda generazione sono poi succeduti quelli di terza generazione
ossia quelli dotati di bioattivita, cio¢ materiali in grado di massimizzare 1’interazione con
le cellule e quindi di interagire “attivamente” con queste; interazione che se da un lato
assicura la stabilita del materiale, dall’altro lato ¢ in grado di indurre risposte cellulari
e tissutali che a loro volta possono causare un processo di degradazione del biomateriale
stesso. Nell’ingegneria tissutale la bioattivazione ha il compito di favorire I’adesione o la
migrazione cellulare mentre nel drug delivery o nella gene therapy di favorire o inibire
I’internalizzazione in specifiche cellule. La bioattivita puo essere indotta da:
e trattamenti superficiali del nanomateriale che possono essere distinti in due
categorie: modifiche che alterano chimicamente o fisicamente gli atomi o le
molecole presenti sulla superficie e rivestimenti della superficie con materiali di

diversa composizione.
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e introduzione nel nanomateriale di molecole biologicamente attive, al fine di
indurre nelle cellule bersaglio uno specifico programma. Tra queste molecole vi
sono fattori ed inibitori di crescita, fattori angiogenici e/o agenti
IMmunosoppressori.

Nell’ingegneria tissutale un metodo impiegato per la bioattivazione dei polimeri usati
come scaffold ¢ I’adsorbimento proteico (Keselowsky, 2004). Le cellule messe a
contatto con la superficie di un biomateriale devono per prima cosa aderire, la qualita di
questa adesione, da cui dipendera la successiva capacita cellulare di proliferare, migrare
e differenziare, dipende dalle proteine adesive adsorbite al materiale, generalmente si
tratta di proteine della matrice extracellulare (ECM). Il processo di adsorbimento
proteico ¢ fortemente influenzato dalle proprieta fisico-chimiche del nanomateriale, dalla
natura e dal folding proteico, che influenza I’esposizione o meno di siti di contatto con la
superficie del nanomateriale, e dalla soluzione in cui la proteina ¢ disciolta. Questi
fattori determinano il modo in cui le proteine sono adsorbite al materiale e, in
particolare, determinano I’orientamento di queste e, di conseguenza, anche il
comportamento cellulare. I nanomateriali vengono bioattivati usando brevi sequenze
peptidiche legate in modo covalente al materiale. L utilizzo di queste brevi sequenze ¢
da attribuire al fatto che i recettori cellulari riconoscono un dominio molto ristretto della
proteina adsorbita. La sequenza peptidica maggiormente impiegata, grazie alla sua
ampia distribuzione nell’organismo e alla capacita di legare piu recettori di adesione, ¢ la
tripletta amminoacidica RGD (Arginina-Glicina-Aspartato), sito con cui la fibronectina

si lega ai recettori cellulari promuovendo 1’adesione (Fig 18).

Fig 18: Interazione tra integrine ed il sito di legame RGD.
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Diversi sono i limiti dei nanomateriali pretrattati con proteine:

1) le proteine adsorbite vanno incontro a denaturazione e il grado di denaturazione e
quindi di attivita proteica ¢ difficilmente prevedibile, in quanto dipende da numerose
variabili,

2) le proteine possono modificare la propria attivita sia interagendo con altre proteine
contenute nel mezzo di coltura sia in seguito ad attivita enzimatica e biosintetica operata
dalle cellule con cui entrano in contatto.

3) P’adsorbimento proteico pud essere reversibile: la proteina, una volta adesa, puo
staccarsi dal substrato o essere spiazzata da altre proteine presenti in soluzione o ancora
andare incontro a cambiamenti conformazionali.

4) la configurazione spaziale e I’orientamento assunto dalle proteine adsorbite puo
mascherare siti interessati nel legame con 1 recettori cellulari, provocando una riduzione
dei siti di legame disponibili ai recettori stessi.

Un altro requisito importate per I’impiego in nanomedicina delle NPs ¢ il targeting
cellula-specifico, cid consente alle NPs di agire solo sulle cellule bersaglio, € non a
livello sistemico, evitando possibili effetti collaterali. Ad esempio nel drug delivery,
nanoparticelle usate come vettori per la veicolazione di farmaci antitumorali, possono
essere indirizzate solo alle cellule malate legando sulla loro superficie molecole guida

come anticorpi.
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3.2.1.2 DRUG DELIVERY

Negli ultimi anni, I’interesse crescente della tecnologia nei confronti della farmacologia
ha consentito lo sviluppo di nuove forme di somministrazione di farmaci, a basso e alto
peso molecolare, detti sistemi a rilascio controllato (CRS). Si tratta di sistemi polimerici
di diversa natura, le cui proprieta fisico-chimiche possono essere modificate al fine di
ottenere un rilascio del farmaco nel tempo, mediante una cinetica desiderata. Le
caratteristiche dei CRS sono: la capacita di evitare la degradazione del farmaco, di
rilasciare il farmaco al sito di azione, minimizzando gli effetti collaterali (targeting
cellula-specifico), di realizzare [D’efficacia  terapeutica mediante un’unica
somministrazione per I’intera durata della terapia e di controllare le concentrazioni del
farmaco nello spazio e nel tempo (Biondi et al., 2008).

Il riconoscimento del CRS pud riguardare o un determinato tipo cellulare di uno
specifico organo o un determinato antigene di superficie di una specifica cellula (Berry
and Curtis, 2003).

Per quanto riguarda I’efficacia terapeutica, la concentrazione di un farmaco deve essere
mantenuta all’interno di un certo “range”, al di sopra del quale il farmaco ¢ tossico e al
di sotto del quale ¢ privo di efficacia.

Nella terapia farmacologica tradizionale, che richiede somministrazioni multiple del
farmaco ed alte dosi di questo, vi ¢ una continua fluttuazione della concentrazione di
rilascio del farmaco nel tempo, con picchi e depressioni in cui la concentrazione ¢
superiore o inferiore al range. I CRS consentono di superare questo limite. Il piu
semplice modello di CRS ¢ quello del rilascio costante del farmaco detto anche rilascio
ad ordine zero, che consente di bypassare le continue fluttuazioni dei livelli del farmaco
nel tempo, mantenendone la concentrazione costante. Tuttavia non ¢ facile mantenere
costante la concentrazione del farmaco nel range terapeutico per un lungo periodo di
tempo, motivo per cui sono stati messi a punto sistemi a rilascio controllato, quali il

“drug delivery system” (Fig 19).
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Fig.19: Profili dei livelli di farmaco nel tempo in una terapia farmacologica tradizionale
(A); in una terapia a rilascio costante (rilascio ad ordine zero) (B); in una terapia a

rilascio controllato (C).

Nel drug delivery il farmaco ¢ incapsulato all’interno di un sistema nanoparticellare.
Esso, a seconda della tecnica di produzione, puo essere localizzato o nella cavita interna
di questo sistema, si tratta in tal caso di nanocapsule ossia di sistemi polimerici usati per
la veicolazione di farmaci molto tossici, oppure essere disperso nella matrice polimerica,
si tratta in tal caso di nanosfere. Numerosi sono i vantaggi ottenuti dall’utilizzo di
sistemi a base di NPs per la somministrazione dei farmaci che consentono di superare i
limiti imposti dalla terapia farmacologica tradizionale. Infatti essi , grazie alle ridotte
dimensioni, penetrano facilmente nei tessuti e nelle cellule, circoscrivono [I’effetto
biologico del farmaco su un determinato tipo cellulare, ed agiscono sulla cinetica di
questo consentendone un rilascio prolungato nel tempo, migliorandone dunque
l'efficacia e riducendone la tossicita. In tal modo le NPs rappresentano un metodo del
tutto innovativo di sommistrazione di farmaci ma anche uno strumento promettente per
la veicolazione di farmaci non piu in uso sia a causa della loro veloce degradazione sia a
causa del mancato accesso ai loro bersagli intracellulari.

Le NPs impiegate nel drug delivery system devono possedere come requisiti
fondamentali la biocompatibilita e la biodegradabilita. Tra i polimeri biodegradabili si

possono annoverare 1’acidopolilattico (PLA) e I’acido polilattico-co-glicolico (PLGA).
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Quest’ultimo, oltre ad essere impiegato come vettore per la veicolazione di farmaci, ¢
anche usato come vettore per la veicolazione di materiale genetico e come agente di
contrasto. Nel caso del drug delivery, cambiando la composizione dei comonomeri ¢ il
peso molecolare del PLGA, ¢ possibile controllare la velocita di rilascio di farmaci (Yoo
et al,, 2000). Rispetto al PLA, il PLGA ¢ piu idrofilico e modificazioni nella sua
composizione, come una riduzione del rapporto acido lattico/glicolico, comportano un
aumento progressivo della sua idrofilicita che, a sua volta, determina un maggior
richiamo d’acqua con conseguente riduzione dei tempi di degradazione (Jalil and
Nixon, 1990). Per questo motivo, sono attualmente disponibili in commercio polimeri di
PLGA caratterizzati da tempi di degradazione in vivo che possono variare da 3 settimane
fino a raggiungere un massimo di un anno. Uno degli inconvenienti da evitare nei
sistemi di drug delivery, somministrati per via endovenosa, ¢ la rimozione delle NPs
mediante opsonizzazione. La reazione di opsonizzazione avviene a opera delle opsonine,
proteine contenute nel siero del sangue, che rendono possibile la fagocitosi dei materiali
corpuscolati da parte dei monociti-macrofagi. La rimozione di NPs, da parte dei
monociti-macrofagi, comincia con [’assorbimento di proteine sulla superficie
particellare. Per evitare questo problema, ¢ possibile rivestire le NPs con un polimero
idrofilico, non ionico, il polietilenglicole (PEG),che consente di evitare cosi il

riconoscimento da parte del sistema reticolo-endoteliale (Gref et al., 2000).
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3.2.1.3 GENE THERAPY

La terapia genica consiste nell’utilizzo di vettori che siano in grado di veicolare
materiale genetico in specifiche cellule al fine di correggere o supplementare geni
deficienti responsabili dell’insorgere di determinate malattie. Un’efficace sistema di
gene therapy deve possedere alcune caratteristiche fondamentali quali: la capacita di
evitare I’interazione del DNA terapeutico con le cellule del sangue e con le cellule
endoteliali vascolari, la capacita di proteggere il materiale genetico trasportato dalla
degradazione ad opera delle nucleasi seriche, fino al raggiungimento delle cellule
bersaglio (Quong and Neufeld, 1998), deve essere piccolo abbastanza da consentire la
sua internalizzazione in queste cellule ma, allo stesso tempo, deve evitare il
processamento da parte del sistema endosoma-lisosoma ed entrare direttamente nel
nucleo.

Due sono le classi di vettori utilizzati nella gene therapy: 1 vettori virali e quelli non
virali.

Tra 1 vettori virali si annoverano i retrovirus, herpes simplex virus, lentivirus, adenovirus
e virus adeno-associati (Oligino et al., 2000). L’utilizzo di questi vettori perd presenta
vantaggi e svantaggi. Tra 1 vantaggi ci sono l’alto tasso di trasfezione e la rapida
trascrizione del materiale esogeno inserito nel genoma virale, mentre tra gli svantaggi vi
sono due problemi, uno correlato alle ridotte dimensioni di questi vettori, per cui solo
piccole sequenze di DNA esogeno possono essere inserite nel genoma virale, un’altro
correlato alla sicurezza, come la possibilita di ricombinazione virale endogena, di effetti
oncogenici e di risposte immunitarie (Lee et al., 1998). Infatti, studi condotti da Zhang
( 2001) e Higginbotham (2002) hanno riportato che gli adenovirus inducono il rilascio
e/o la produzione di diverse citochine pro-infiammatorie, interagendo con le cellule del
sistema reticoloendoteliale. Proprio per evitare i problemi relativi alla sicurezza dei
vettori virali, sono stati sviluppati sistemi di trasporto di materiale genetico alternativi,
quali 1 vettori non virali, che presentano vantaggi in termini di facilita d’uso e di
produzione in larga scala.

Il sistema non virale pit semplice per veicolare materiale genetico ¢ quello che si basa
sull’iniezione diretta di DNA nudo all’interno di uno specifico tessuto. Due sono i
principali problemi correlati all’iniezione di DNA nudo: la piu facile degradazione ad
opera delle nucleasi seriche, alla quali € esposto, ¢ un piu basso livello di espressione

genica rispetto ai vettori virali.
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Tra 1 vettori non virali piu noti usati in terapia genica vi sono i fosfolipidi e i polimeri,
che grazie alla loro carica positiva, sono in grado di interagire elettrostaticamente con la
carica negativa del materiale genetico trasportato, formando dei complessi.
Sostanzialmente questi vettori devono essere in grado di diffondere nel corpo, sfuggire
all’attacco dei macrofagi ed internalizzare nelle cellule (Kuo and Saltzman, 1996), per
poi raggiungere il nucleo dove il DNA esogeno pud essere trascritto (Zabner et al.,
1995).

I liposomi formati da fosfolipidi cationici presentano i1 seguenti vantaggi: bassa
immunogenicita, facilita di preparazione (Deshpande et al., 1998), e trasporto diretto di
DNA esogeno all’interno della cellula, mediante interazione con le membrane cellulari
aventi carica negativa (Zelphati et al., 2001). Gli svantaggi associati al loro utilizzo
riguardano la citotossicita in vitro (Brown et al, 2001) e la bassa efficienza di
trasfezione rispetto ai vettori virali (Audouy et al., 2002), a causa della loro eliminazione
da parte delle proteine del siero.

I polimeri si comportano in maniera abbastanza simile ai liposomi con qualche
caratteristica differente. Rispetto ai vettori virali, 1 polimeri mostrano bassa
immunogenicita e facilita di preparazione come i liposomi (Deshpande, 1998), ma
rispetto a quest’ultimi sono piu stabili e capaci di condensare maggiormente il DNA (De
Smedt et al, 2000). Inoltre come 1 liposomi, presentano problemi correlati alla
citotossicita e alla bassa efficienza di trasfezione, rispetto ai vettori virali (Garnett,
1999), problemi che devono essere risolti primo del loro utilizzo come vettori per la
veicolazione di materiale genetico.

Negli ultimi anni, il progresso della nanotecnologia ha permesso di sviluppare sistemi di
trasporto mirato di materiale genetico basati sull’utilizzo di NPs, in grado di preservare
il DNA esogeno dalla degradazione enzimatica fino al raggiungimento del tessuto
bersaglio (Moghimi et al., 2001). Le ridotte dimensioni delle NPs fanno si che esse
possano penetrare in profondita nei tessuti attraverso i capillari, attraversare la
fenestrazione presente nel rivestimento epiteliale, ed essere internalizzate
efficientemente dalle cellule per poi giungere al nucleo. Per ottenere un targeting
specifico le NPs possono essere coniugate a specifici ligandi in grado di indirizzarle a
tessuti o organi bersaglio (Moghimi et al., 2001), mentre, per far si che una volta
internalizzate possano raggiungere il nucleo, ¢ possibile legare alla loro superficie
specifici segnali, come il segnale di localizzazione nucleare (NLS), che ne incrementa

I’efficienza di trasfezione genica.
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Studi condotti da Panyam and Labhasetwar (2012) hanno dimostrato che le ridotte
dimensioni e una distribuzione di taglia uniforme delle NPs sono fondamentali per
incrementare 1’espressione genica. Inoltre 1’utilizzo di NPs nella terapia genica consente
di superare il limite della tossicita dei vettori, che spesso limita la dose di DNA che puo
essere rilasciata. Sebbene la quantita di DNA nelle nanoparticelle (1:50 w/w) ¢
(da 1:2 a 1:6), studi condotti in modelli animali in vivo hanno dimostrato la
biocompatibilita a lungo termine delle NPs pertanto, la loro dose puod essere
incrementata al fine di rilasciare una quantita adeguata di DNA, evitando il problema

della nanotossicita (Labhasetwar et al., 1999).
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3.2.1.4 IPERTERMIA

Con il termine ipertermia si intende il riscaldamento di tessuti biologici a temperature
superiori a quella fisiologica, mediante I'uso di onde elettromagnetiche, comprese
nell'intervallo di frequenze che va dalle microonde alle onde corte, sino alle onde
lunghe. Al giorno d’oggi viene utilizzata una frequenza di 13,56 MHz, che consente di
innalzare la temperatura di tessuti piu profondi da 41° a 45°C. Tale aumento della
temperatura consente di contrastare la crescita e la proliferazione delle cellule maligne,
quali le cellule tumorali, motivo per cui ’ipertermia viene utilizzata in campo
oncologico per la cura dei tumori. In particolare, ¢ stato dimostrato che la radioterapia e
la chemioterapia, se usate in associazione con trattamenti di ipertermia, possono avere, a
parita di dose, una maggiore efficacia terapeutica o conservare la stessa efficacia ma a
dosi inferiori. Il calore prodotto dall’ ipertermia potenzia gli effetti della radio e
chemioterapia sul tumore, senza aumentarne gli effetti collaterali, consentendo dunque il
controllo della crescita tumorale. Tale controllo ¢ reso possibile proprio dalle
caratteristiche di neovascolarizzazione del tumore. Infatti, 1 vasi tumorali, privi
dell’impalcatura muscolare, non permettono, per mancanza di elasticitd, una
vasodilatazione fisiologica che consente un’adeguata dissipazione del calore introdotto.
Di conseguenza il calore, generato in seguito ad ipertermia, rimane intrappolato nelle
cellule tumorali, cosa che comporta sia 1’attivazione di caspasi che, degradando il DNA,
portano la cellula cancerosa all’apoptosi sia alla liberazione di citochine che, stimolando
l'arrivo in situ dei leucociti, aumentano la risposta immunitaria contro le cellule tumorali
(Berry and Curtis, 2003).

I vantaggi dell’associazione dell’ipertermia con la radioterapia non sono del tutto noti,
ma tra questi si possono annoverare gli effetti citotossici provocati dal calore, come la
scarsa nutrizione per via vascolare, la carenza di ossigeno ed I’aumentata acidita in
corrispondenza della massa tumorale. Inoltre 1’utilizzo dell’ipertermia in associazione
alla radioterapia puo essere vantaggioso per distruggere cellule tumorali radio resistenti,
in quanto il calore puo indurre un effetto radio sensibilizzante.

I vantaggi dell’associazione dell’ipertermia con la chemioterapia sono due: I’aumento di
temperatura provocato dall’ipertermia incrementa la permeabilita della membrana
cellulare, che consente una maggiore internalizzazione dei farmaci nella cellula ed

inoltre induce la denaturazione delle proteine cellulari che non sono piu in grado di
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attaccare il farmaco, di conseguenza viene potenziata I’azione tossica del farmaco e si
riduce il fenomeno della chemioresistenza cellulare.

Uno degli inconvenienti da non sottovalutare nel trattamento di ipertermia ¢ la
possibilita di provocare un aumento della temperatura non solo a livello delle cellule
cancerose ma anche delle cellule sane adiacenti. Per ovviare a questo problema, sono
state messe a punto terapie ipertermiche che prevedono 1’'uso di NPs. Queste, una volta
iniettate, solitamente migrano nei sistemi del reticolo endoteliale come i macrofagi e le
cellule di Kupffer nel fegato, nella milza e nei linfonodi, siti nei quali 1 tumori
metastatici facilmente si diffondono. Tuttavia, la somministrazione di nanoparticelle ¢
passiva e il suo controllo, quindi, € molto difficile (Shinkai, 2002).

Shinkai (2002) ha messo a punto un tipo di ipertermia denominata ipertermia
magnetofluida. Si tratta di un’iniezione per via intravenosa di NPs magnetiche, che
sottoposte ad un campo magnetico alternato di frequenza dell’ordine delle onde radio
FM, si riscaldano dissipando calore, danneggiando cosi le cellule di carcinomi mammari
di ratti. Dal momento che solo le NPs assorbono I’energia fornita dal campo magnetico,
questa tecnica risulta essere vantaggiosa in quanto evita di danneggiare tessuti sani.

Al fine di circoscrivere ’aumento di temperatura indotto dall’ipertermia ai soli tessuti
cancerosi, attualmente si sta cercando di legare alla superficie di NPs specifiche
molecole, come siRNA,anticorpi o peptidi, che consentino alle NPs di legare solamente
le cellule tumorali ed essere internalizzare solo da queste. Ad esempio, nanotubi di
carbonio possono essere indirizzati specificamente a cellule cancerose mediante
rivestimento con molecole di vitamina folato. I recettori di queste molecole sono
sovraespressi solo nelle cellule tumorali, che quindi sono le uniche cellule in grado di
internalizzare 1 nanotubi (Kam et al, 2005). Anche gli anticorpi possono essere usati per
indirizzare NPs a cellule maligne. Ad esempio si possono legare alla superficie delle
NPs anticorpi diretti contro i recettori EGFRVIII, tipici delle cellule cancerose
(Wankhede et al., 2012)

Tra le patologie neoplastiche attualmente trattabili con I’ipertermia vi sono i tumori alla
mammella, i melanomi, i1 sarcomi, le adenopatie superficiali, € tumori profondi quale
quello alla prostata, al pancreas, al fegato, all’utero, alla vescica, al retto, i tumori

genitali femminili, 1 tumori all’addome superiore e ai polmoni (Fig 20).
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Fig 20: Tumori trattabili con ipertermia.
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3.2.1.5 RISONANZA MAGNETICA

Una tecnica di imaging diagnostico all’avanguardia ¢ la risonanza magnetica nucleare
(RMN). Si tratta di una moderna tecnica diagnostica, ampliamente usata in medicina,
che fornisce immagini tridimensionali dettagliate del corpo umano, consentendo cosi la
visualizzazione e di conseguenza la diagnosi di molte malattie ed alterazione degli
organi interni, tra cui anche i tumori. Grazie alla capacita di indirizzare ad una diagnosi
precoce, essa da un lato riduce il bisogno di ricorrere ad interventi di chirurgia
diagnostica e dall’altro lato permette al medico di mettere in pratica un rapido
trattamento della malattia.

La RMN consta di un grande magnete, in grado di circondare completamente il paziente,
di onde radio e di un computer. L’utilizzo di onde radio ¢ il grande vantaggio di questa
metodica in quanto consente ad essa di non essere dannosa per il paziente, a differenza
delle tecniche radiografiche che, invece, fanno uso di raggi X, estremamente nocivi per
la salute umana.

Il corpo umano ¢ costituito da moltissimi atomi, 1 cui protoni, in condizioni normali,
ruotano in modo del tutto casuale. I1 magnete della RMN crea un forte e stabile campo
magnetico, che determina I’allineamento di tutti i protoni nello stesso verso, e la
rotazione di tutti nello stesso senso. Quando un segnale di frequenza radio viene inviato
all’interno del campo magnetico, generato dal magnete, si ha un disallineamento dei
protoni, che termina quando il segnale cessa. Cio fasi che i protoni ritornino alla loro
posizione allineata, rilasciando energia. L’energia rilasciata dai protoni, che sono stati
disturbati, viene poi misurata da una spirale di ricezione e viene anche misurato il tempo
che 1 protoni impiegano a ritornare nella loro posizione allineata. Queste misurazioni
forniscono le informazioni riguardo al tipo di tessuto al quale appartengono 1 protoni, e
le sue condizioni. Tali informazioni sono usate da un computer per costruire un’
immagine anatomica su uno schermo TV.

Per implementare le immagini ottenute mediante RMN ¢ possibile iniettare, per via
endovenosa al paziente, dei mezzi di contrasto capaci di riprodurre il movimento dei
protoni (Berry and Curtis, 2003) a livello dei tessuti normali e patologici nei quali si
distribuiscono (Pozzi Mucelli, 2004). I mezzi di contrasto si distinguono in due
categorie: paramagnetici e superparamagnetici. Entrambi sono caratterizzati da ioni

metallici legati a chelanti, capaci di ridurne la tossicita intrinseca.
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I mezzi di contrasto paramagnetici sono costituiti da ioni metallici come ferro,
manganese ¢ lantanidi, caratterizzati dalla presenza di elettroni spaiati nella
configurazione elettronica piu esterna (Pozzi Mucelli, 2004). Il mezzo di contrasto
paramagnetico extracellulare piu utilizzato in RMN ¢ il gadolinio, generalmente
impiegato per valutare l'integrita della barriera emato-encefalica o la vascolarizzazione
diuna lesione. I chelanti del gadolinio non specifici tendono ad accumularsi rapidamente
nel fegato, permettendo cosi di ottenere immagini in breve tempo (Berry and Curtis,
2003).

I mezzi di contrasto superparamagnetici invece sono in genere rappresentati da particelle
di ossido di ferro con dimensioni variabili dai 30 ai 300 nm. In base alle dimensioni tali
particelle sono distinte in SPIO (superparamagnetic iron oxide) ed USPIO (ultrasmall
superparamagnetic iron oxide). Le particelle SPIO hanno dimensioni superiori a 50nm,
mentre quelle USPIO inferiori ai 50nm (Pozzi Mucelli, 2004). Le particelle di ossido di
ferro rappresentano un mezzo di contrasto superparamagnetico reticoloendoteliale, in
quanto sono selettivamente captate dal sistema reticolo-endoteliale (SRE), dunque
principalmente dal fegato, ma anche da midollo osseo e milza (Van Beers et al., 1995).
Esse hanno forma irregolare e sono in grado di assorbire molta luce, cid0 determina una
riduzione dell’intensita del segnale nei tessuti sani in quanto, a differenza di quelli
patologici, sono caratterizzati da un sistema reticolo endoteliale. Questo ¢ il motivo per
cui 1 mezzi di contrasto superparamagnetici sono detti negativi, mentre quelli

paramagnetici positivi (Pozzi Mucelli, 2004).
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3.2.1.6 INGEGNERIA TISSUTALE

\

Negli ultimi anni ¢ aumentato I’interesse della ricerca scientifica nei confronti della
medicina rigenerativa, che ¢ una medicina relativamente nuova e fortemente
interdisciplinare focalizzata sulla riparazione, rigenerazione e sostituzione di cellule,
tessuti o organi per ripristinare funzionalita fisiologiche compromesse a causa di
malattie . Il trattamento di queste patologie legate al malfunzionamento o alla perdita di
funzionalita di organi e tessuti prevede I'impiego di due principali strategie:
I’introduzione di protesi artificiali e il trapianto di organi. La prima ¢ una strategia
tradizionale che presenta limiti intrinseci: le protesi usate come sistema artificiale in
sostituzione di un organo o di un tessuto possono non comportare il recupero di tutte le
funzioni dell” organo o del tessuto. Un approccio diverso ¢ quello del trapianto che,
nonostante consenta di recuperare tutte le funzionalita dell'organo o del tessuto da
sostituire, presenta due grandi problemi: il primo ¢ il rigetto, ossia una risposta
immunitaria negativa dell'organismo ricevente nei confronti dell'organo trapiantato, ed il
secondo ¢ la scarsissima disponibilita di organi.

I progressi raggiunti sia nelle metodologie di coltura cellulare che nello sviluppo di
nuovi biomateriali hanno consentito di superare le limitazioni imposte dalle protesi
artificiali e dai trapianti ed hanno orientato I’interesse della medicina rigenerativa
all’ingegneria tissutale. Essa ¢ una disciplina nella quale convergono le conoscenze di
ingegneria e quelle delle scienze della vita con lo scopo di creare sostituti biologici in
grado di riparare o rigenerare tessuti biologici. L’ingegneria tissutale dunque
rappresenta un nuovo tipo di biotecnologia che apre la strada a nuove possibilita di cura,
migliorando la qualita di vita dei pazienti. Ad oggi, essa ha raggiunto, numerosi
traguardi rigenerando e riparando tessuti relativamente semplici, quali tessuto epiteliale,
cartilagineo, osseo, cardiaco (Ungaro et al, 2005; Orlova etal, 2011 ) .

L’ingegneria tissutale prevede 1’utilizzo di una matrice tridimensionale come scaffold su
cui far crescere cellule, che possono essere sia cellule specifiche del tessuto da riparare
e/o rigenerare sia cellule staminali, indotte poi a proliferare e a differenziarsi mediante
specifici segnali. In tal modo si genera un tessuto in vitro che poi puod essere impiantato

in vivo (Fig 21).
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Fig 21: Coltura cellulare in vitro su scaffold polimerici tridimensionali e successivo

impianto in vivo.

Lo scaffold utilizzato ¢ rappresentato da sistemi nanostrutturati (metallici, ceramici ma
generalmente a matrice polimerica sia naturale che artificiale), ed ha lo scopo di mimare
la matrice extracellulare (ECM), sostenendo e promuovendo la crescita e
I’organizzazione di cellule in tessuti funzionali.

La ECM costituisce il microambiente in cui sono immerse le cellule ed ¢ composta da
un’intricata rete di macromolecole, che non solo rappresenta 1I’impalcatura meccanica in
grado di stabilizzare la struttura fisica dei tessuti ma gioca anche un ruolo chiave nella
regolazione del comportamento cellulare, consentendone 1’adesione, la crescita, la
proliferazione, la migrazione e la funzione metabolica delle cellule.

Le due principali classi di macromolecole che compongono la matrice sono i
proteoglicani e le proteine fibrose. I proteoglicani sono sistemi fibrillari che stabilizzano
la matrice in ambiente acquoso costituendo una struttura intricata e interconnessa. Le
proteine si dividono in due gruppi a seconda della loro funzione: proteine strutturali e
funzionali. Le proteine strutturali sono il collagene, che costituisce ’intelaiatura della
matrice che sostiene le cellule, conferendone stabilita meccanica, e 1’elastina, che
conferisce flessibilita e resilienza. Le proteine funzionali, come la fibronectina e la

laminina, invece sono proteine che favoriscono 1’adesione cellulare (Fig 22).
9
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Fig 22: Struttura della matrice extracellulare

La struttura e le proprieta chimico-fisiche dei nanomateriali impiegati come scaffold
nell’ingegneria tissutale sono fondamentali per cercare di mimare al meglio le
caratteristiche della ECM. In tal modo un biomateriale per applicazioni di ingegneria
tissuatale deve possedere oltre alle classiche caratteristiche dei nanomateriali
ingegnerizzati utilizzati in campo biomedico, quali biocompatibilita, biodegradabilita e
bioattivazione, altri requisiti che gli permettono di interagire efficacemente con le
cellule, regolandone il comportamento.

Fondamentali per lo sviluppo di materiali innovativi da usare nell’ingegneria tissutale
sono, non solo le loro proprieta chimiche, quali la natura e la presenza di segnali
biochimici, ma soprattutto le proprieta meccaniche dello scaffold. Le attivita cellulari,
come l’adesione, la proliferazione e la migrazione cellulare, dipendono da queste
proprieta. I tessuti del corpo umano possiedono rigidezze molto variabili: se quantificate
in termini di modulo di Young, si puod passare dai 18 kPa del tessuto osseo, ai 2.5 kPa
del tessuto cerebrale. Malattie, come i tumori, alterano la rigidezza dei tessuti, che
risulta essere piu elevata rispetto agli omologhi tessuti sani (Liu and Chen, 2005). Studi
recenti hanno riportato che l’elevata rigidezza provoca alterazioni nella migrazione
cellulare: fibroblasti normali e immortalizzati presentano “spreading” differente quando
esposti a combinati stimoli topografici e meccanici (Tzvetkova-Chevolleau et al., 2008).
Inoltre, ¢ noto anche che stimoli meccanici prodotti dal rimodellamento del citoscheletro

delle cellule possono influenzare la morfogenesi dei tessuti durante lo sviluppo
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embrionale (Ingber, 2006). Pertanto, ne consegue che non solo le proprieta meccaniche
del substrato influenzano il comportamento cellulare ma anche che le stesse cellule,
mediante modificazioni del citoscheletro, influenzano il substrato (Discher et al., 2005;
Vogel and Sheetz, 2006).

Inizialmente lo studio delle correlazione tra le proprieta meccaniche del substrato e il
comportamento cellulare ¢ stato effettuato su polimeri naturali, le cui proprieta
meccaniche, come ad esempio [’elasticitd, potevano essere modulate cambiandone la
concentrazione. Tuttavia ci0 non ha fornito risultati del tutto soddisfacenti, in quanto non
si capiva se il differente comportamento cellulare fosse dovuto alla variazione di
elasticita o ai cambiamenti di natura chimica del substrato. Pertanto, la comprensione
dell’interazione tra substrato-cellule ¢ stata possibile grazie all’utilizzo di polimeri
sintetici come il PEG e la poliacrilammide (PAAM), in grado di dar luogo a materiali di
differente elasticita in proporzione alla concentrazione (Lo et al., 2000), o la densita dei
“crosslinkers” (Zaari et al., 2004). La rigidezza meccanica dei substrati influenza
notevolmente 1’adesione cellulare: in particolare, substrati piu rigidi consentono adesioni
cellulari piu stabili, rispetto a substrati meno rigidi (Georges and Janmey, 2004). Inoltre,
la rigidezza influisce anche sulla proliferazione e migrazione cellulare: substrati piu
rigidi provocano un incremento della proliferazione e un decremento della migrazione
(Wang et al., 2000; Pelham et al, 1997). Anche il differenziamento cellulare ¢
influenzato dalle proprieta meccaniche del substrato: cellule staminali mesenchimali
coltivate su substrati di PAAM dotati di rigidezza elevata, tipica del cervello, muscolo o
osso, differenziano rispettivamente in neuroni, mioblasti e osteoblasti; mentre
rimangono quiescienti se coltivate su substrati meno rigidi (Engler et al.,2006; Winer et
al.,2009).

Tuttavia perd non tutte le cellule rispondono omogeneamente alla rigidezza del
substrato, pertanto questi fenomeni sono strettamente dipendenti dalle condizioni di
coltura e dal tipo cellulare (Lee et al., 2004; Peyton et al., 2005).

La struttura topografica del substrato ¢ un altro parametro da prendere in considerazione
per la costruzione di scaffold nell’ingegneria tissutale. E infatti noto che le attivita e le
funzioni cellulari sono influenzate da questa struttura e rispondono all’ondulazione dei
nanomateriali, generalmente attraverso deformazione e distensione delle membrane. Ciod
non ¢ da considerarsi un artefatto in vitro, in quanto anche in vivo si riscontra questa
influenza: il comportamento cellulare ¢ infatti influenzato significativamente dalla

topografia dei substrati naturali. Le membrane basali sono forse 1’esempio di substrato di
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origine naturale piu diffuso in ambito biologico. Considerato che le membrane basali
possiedono una complessa topografia tridimensionale derivante dalla presenza di pori,
fibre, canali e altri elementi superficiali di dimensioni nanometriche, ¢ ragionevole
ipotizzare che anche la struttura della loro superficie contribuisca in qualche modo alla
determinazione di comportamenti cellulari specifici. Similmente a quanto accade per
substrati di origine naturale, anche substrati sintetici con composizione chimica nota e
con caratteristiche superficiali controllate possono influenzare il comportamento
cellulare. Numerose sono le tecniche di fabbricazione di substrati sintetici che
consentono di ottenere una specifica topografia superficiale, contrassegnata dalla
presenza di uno o piu elementi topografici, distribuiti sulla superficie con una certa
densita. In base alla distribuzione di tali elementi, essa puo essere caratterizzata o0 meno
da proprieta quali la simmetria e/o la regolarita. Gli elementi topografici riproducibili
sulla superficie di un materiale possono avere diverse dimensioni e diverse forme, come
scanalature, griglie, gradini, pozzi, nodi, protrusioni e fori. In esperimenti con linee
cellulari, la tipologia di elementi topografici maggiormente impiegata ¢ quella dei canali.
Questi esperimenti hanno evidenziato che molti tipi cellulari tendono ad allinearsi
all’asse principale dei canali stessi (Ohara and Buck, 1979) e che spesso anche
I’organizzazione delle componenti citoscheletriche, come microtubuli e microfilamenti,
e dei contatti focali risulta orientata nella stessa direzione (Oakley and Brunette, 1993).
Il grado di allineamento cellulare nella direzione individuata dai canali dipende in modo
complesso dalle caratteristiche proprie della struttura topografica e comporta una
riorganizzazione citoscheletrica.

Oltre a riarrangiamenti citoscheletri, la presenza di canali puo influenzare anche la
migrazione cellulare (Wilkinson at al., 1982).

Altri elementi topografici di rilievo sono 1 pori. Nell’utilizzo di uno scaffold per
ingegneria tissutale, particolar attenzione va posta nei riguardi della dimensione e della
interconnettivita dei pori del nanomateriale. Infatti, un nanomateriale altamente poroso
ed interconnesso favorisce non solo la proliferazione e la migrazione cellulare ma anche
uno scambio efficiente di nutrienti ¢ metaboliti. Il successo della penetrazione cellulare
all’interno dello scaffold ¢ spesso pero determinato anche dalle condizioni di coltura,
che svolgono un ruolo cruciale nell’ adesione e distribuzione cellulare sullo scaffold
(Thevenot et al, 2008; Yasuda et al, 2004; Almarza and Athanasiou, 2004).

Un’ ulteriore caratteristica che un nanomateriale deve possedere per fungere da supporto

per la rigenerazione tissutale e per cercare di simulare al meglio la ECM ¢ la capacita di
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rilasciare fattori che favoriscano le attivita cellulari, come 1 fattori di crescita ed i fattori
angiogenici. E noto infatti che la ECM funge anche da deposito di numerosi fattori
proteici, che possono essere rilasciati in accordo ai bisogni cellulari (Dvir et al,2011).
Generalmente il rilascio si ottiene in vivo in risposta a stimoli locali, come cambiamenti
di pH o in seguito ad attivita enzimatica. Proprio per questo motivo, nei substrati
ingegnerizzati si cerca di integrare sistemi in grado di rilasciare fattori con una cinetica
controllata (CRS). Questi fattori possono essere incapsulati nello scaffold o legati
mediante legami covalenti od elettrostatici ad esso (Gabriel et al, 2012) e
successivamente rilasciati in seguito alla biodegradazione del nanomateriale. Per
proteggere pero 1 fattori dai solventi, che potrebbero alterarne la funzione o provocarne il
distacco, questi vengono incapsulati in biglie di alginato (Qi et al, 2006), in
nanoparticelle polimeriche (Chen et al, 2012) o in liposomi (Mickova et al, 2012),
incapsulazione in grado di controllarne anche la cinetica di rilascio. In tal modo usare
sistemi che consentino il rilascio di fattori angiogenici permette di superare uno dei
maggiori limiti dei processi di rigenerazione tissutale ossia la necessita di favorire lo
sviluppo di una rete di vasi sanguigni e quindi di favorire la vascolarizzazione (Freeman

and Cohen, 2009).
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CAPITOLO 4
NANOTECNOLOGIA E TOSSICITA’
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4.1 NANOTOSSICOLOGIA

L’avvento delle nanotecnologie ¢ considerato la maggior innovazione ingegneristica
dalla rivoluzione industriale (Gwinn MR et al, 2006). Esse infatti prevedono nel
prossimo futuro di riformare ogni branca della tecnologia e di rendere disponibile
un’infinita di nuovi prodotti commerciali in grado di rivoluzionare ogni aspetto della vita
umana, motivo per cui le nanotecnologie hanno attratto interesse crescente e notevoli
investimenti. Negli ultimi anni lo sviluppo esponenziale e le molteplici applicazioni
hanno aumentato pero 1 timori sui rischi associati al loro impiego. L’esigenza diffusa di
avere informazioni chiare ed obiettive sui potenziali rischi connessi al loro utilizzo ha
condotto cosi al rapido sviluppo di una nuova disciplina, che prende il nome di
nanotossicologia,il cui obiettivo ¢ la valutazione della sicurezza delle NPs (Donaldson et
al, 2004).
La nanotossicologia pone le proprie basi storiche proprio sullo studio della tossicita delle
NPs antropogeniche non intenzionali (Oberdorster et al, 2005), responsabili di molte
patologie respiratorie e  cardiovascolari connesse all’inquinamento atmosferico
(Dennekamp et al, 2002; Marconi et al, 2006), ma oggigiorno le competenze di questa
disciplina si sono estese anche al campo dei nanomateriali ingegnerizzati e quindi alle
NPs antropogeniche intenzionali (Oberdoster, 2009). La nanotossicologia in particolare
si occupa della valutazione dei potenziali effetti tossici delle NPs ingegnerizzate per la
salute umana e per I’ambiente (Donaldson et al, 2004; Lewinski et al, 2008). Per quanto
riguarda la salute umana, essa si occupa della valutazione sia degli effetti connessi
all’esposizione e alla manipolazione delle NPs, effetti che dunque riguardano i
produttori ed i1 consumatori; sia degli effetti dovuti al loro impiego nel campo
biomedico.
In particolar modo la nanotossicologia dal punto di vista della salute umana si pone i
seguenti obiettivi (Manzo et al, 2012):

e (aratterizzare processi e fattori che determinano I’esposizione a NPs nei

produttori
e Censire 1 processi produttivi e le realta industriali che comportano esposizione
professionale o ambientale a NPs ingegnerizzati
e Identificare I’esposizione del pubblico a nanomateriali presenti in prodotti di

consumo
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Caratterizzare la tossicitd dei nanomateriali nei prodotti di consumo che li
contengono

Esplorare i meccanismi cellulari e molecolari che determinano la tossicita ed 1
rapporti tra caratteristiche fisico-chimiche e tossicita

Definire D’effettiva dimensione al di sotto della quale compaiono le nuove
proprieta tipiche della nanoscala, qualora ci0 sia possibile ¢ necessario verificare
se questo limite dimensionale valga per qualsiasi tipo di nanomateriale
Migliorare la conoscenza sui processi che governano assorbimento e trasporto
dei nanomateriali nell’organismo umano

Sviluppare test validati per la valutazione tossicologica dei nanomateriali in
vitro, in vivo e in silico

Determinare le specificita negli effetti e nel meccanismo d’azione delle principali

classi di nanomateriali

Invece, dal punto di vista ambientale la nanotossicologia si propone di (Manzo et al,

2012):

Caratterizzare gli effetti dei nanomateriali sulle varie componenti dell’ecosistema
Identificare le fonti di rilascio ambientale di NPs, i meccanismi di rilascio dai
prodotti e gli scenari di esposizione

Determinare fattori e meccanismi che governano il trasporto di nanomateriali
nell’ambiente

Identificare le eventuali trasformazioni che 1 nanomateriali subiscono
nell’ambiente durante 1’intero ciclo di vita (sviluppo, produzione, utilizzo, fino
allo smaltimento finale).

Identificare gli eventuali passaggi che i nanomateriali possono avere lungo la
catena trofica degli organismi.

Studiare le dinamiche dei nanomateriali lungo la filiera alimentare.

Sulla base di quanto appena esposto, la nanotossicologia per ottenere le informazioni

sugli effetti avversi delle NPs, prevede I’elaborazione di adeguate linee di ricerca come

programmi scientifici, studi sul campo ecc..., volti a ridurre le incertezze nel campo

nanotecnologico. A tal proposito diversi paesi hanno commissionato a comitati ed

agenzie l’elaborazione di strategie per la definizione del rischio per la salute e per

I’ambiente. Tra questi si possono annoverare I’EPA (USA), la “Food and Drug

Administration” (USA) e il “Scientific Committee on Emerging and Newly Identified
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Health Risks” (SCENIHR- Europa) ( EPA 2007; FDA 2006, 2008; SCENIHR 2007,
2009).

In tal modo la nanotossicologia assume un ruolo centrale nelle scienze della prevenzione
in quanto cerca di fornire certezze ¢ di rendere meno aleatorio lo sviluppo di prodotti
nanotecnologici per la collettivita, che altrimenti nell’incertezza si fermerebbero allo
stadio delle aspettative. Cosi la nanotossicologia assume un compito importante per
mitigare la tossicita dei prodotti, ad esempio per lo sviluppo di materiali innovativi meno
tossici dei prodotti convenzionali o di farmaci piu vantaggiosi di quelli gia in uso
(Ellenbacker and Tsai, 2011).

Da quanto detto finora, emerge quindi un ruolo centrale della nanotossicologia come
riferimento scientifico per la prevenzione dei rischi e per lo sviluppo responsabile di un
settore tecnologico considerato vitale in ragione delle attese ricadute industriali e socio-

economiche (Bernardini et al, 2011; Manzo, 2011).
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4.2 CARATTERISTICHE CHIMICO-FISICHE E TOSSICITA’
DELLE NANOPARTICELLE

Gli effetti tossici delle NPs ingegnerizzate riguardo la salute umana e I’ambiente sono
correlati alle innovative caratteristiche chimico-fisiche di queste, attribuibili alle loro
ridotte dimensioni (Maynard et al, 2011). E’ infatti noto che le stesse caratteristiche
chimico-fisiche che rendono le NPs estremamente vantaggiose per le applicazioni
nanotecnologiche, possono essere causa di tossicita, comportando effetti biologi unici e
del tutto nuovi (Nel et al 2006). Motivo per cui risulta inappropriata la valutazione del
rischio dei materiali in forma di NPs basandosi sui dati di tossicita riguardanti 1 materiali
in forma “bulk”. L’orientamento prevalente ¢ dunque quello di considerare il materiale
in forma di NPs come un materiale nuovo, cio richiede quindi anche 1’utilizzo di metodi
di valutazione del rischio nuovi rispetto a quelli tradizionali utilizzati per il risk
assestment dei materiali di dimensioni maggiori.

Tra le proprieta chimico-fisiche di un nanomateriale, oltre alle dimensioni, si possono
annoverare: area superficiale, reattivita superficiale, stato di
aggregazione/agglomerazione, composizione, carica superficiale, energia superficiale,
solubilita, forma, porosita.

Le ridotte dimensioni delle NPs hanno speciale importanza sotto il profilo tossicologico:
diminuendo le dimensioni aumenta I’area superficiale (Borm et al, 2006; Warheit, 2008)
e quindi la quota di atomi o molecole esposti sulla superficie (Nel et al, 2006, Yang et al,
2008; Manzo et al, 2012). Cio puo influenzare tanto la carica quanto la composizione
superficiale e I’attivita catalitica della superficie stessa, oltre ad aumentare il numero di
potenziali gruppi reattivi sulla superficie cellulare (Nel et al, 2006; Warheit, 2008;
Warheit et al, 2008; Nel et al, 2009). Come conseguenza, ¢ ipotizzabile che i1 gruppi
reattivi sulla superficie modifichino 1’attivita biologica della NP e siano percio rilevanti
nel definirne la tossicita. A parita di composizione chimica, quindi, 1’area di superficie
per unita di massa appare un parametro estremamente rilevante nel definire la tossicita di
una NP (Oberdorster et al, 2005). Oltre alle piccole dimensioni, anche la porosita
contribuisce al significativo aumento dell’area superficiale (Powers et al, 2006).

La reattivita superficiale dipende, inoltre, dalla composizione chimica stessa, dalla carica
superficiale, dall’attivita catalitica, dalla capacita di assorbimento e desorbimento di
molecole, dalle imperfezioni dei cristalli e dalle impurezze (Oberdorster et al, 2005;

Yang et al, 2008; Nel et al, 2009; Aillon et al, 2009). Se in alcuni casi un’aumentata
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reattivita superficiale, con conseguente aumentata attivita biologica, produce effetti
positivi, per esempio nel caso di veicolazione e rilascio intracellulare di sostanze
terapeutiche, grazie ad un’alta capacita di penetrazione delle NPs, in altri casi possono
manifestarsi effetti tossici, come induzione di stress ossidativo e citotossicita
(Oberdorster et al, 2005; Nel et al, 2006; Yang et al, 2008), in altri casi ancora effetti
positivi e tossici contemporaneamente (Oberdorster et al, 2005; Yang et al, 2008).
Infine, la reattivita superficiale risulta fondamentale nel definire le interazioni tra NP e
macromolecole biologiche (proteine, elementi del citoscheletro, collagene, strutture di
membrana, recettori, DNA, ecc.).

Le dimensioni e la chimica/reattivita superficiale influenzano anche la tossicocinetica
delle particelle dopo la loro deposizione a livello alveolare (Oberdorster et al, 2005;
Powers et al, 2006a; Balbus et al, 2007).

Oltre ad influenzare la reattivita superficiale, le ridotte dimensioni sono in grado di
creare nelle NPs piani cristallini discontinui, cid comporta un aumento del numero di
difetti strutturali e la modifica della configurazione elettronica del materiale (Nel et al,
20006).

Anche lo stato di aggregazione o agglomerazione puo influire sulla tossicita delle NPs,
a causa di un aumento del raggio aerodinamico e di una riduzione dell’area superficiale
complessiva occupata dalle NPs . In tal modo il comportamento degli
aggregati/agglomerati diviene assimilabile a quello di particelle di dimensioni maggiori
(Tsuji et al, 2006; Borm et al, 2006). Lo stato di aggregazione o agglomerazione
dipende, oltre che dal numero delle NP e dalla loro composizione, anche dalle proprieta
del mezzo in cui esse si trovano (pH, forza ionica, materiale organico dissolto nel mezzo
stesso) (Christian et al, 2008).

Un altro fattore tossicologico di notevole rilevanza ¢ la composizione dalla quale, oltre a
dipendere lo stato di aggregazione/agglomerazione, dipende anche l’assorbimento di
molecole biologiche e la distribuzione e la biopersistenza nell’organismo.

La carica superficiale delle NPs assume particolare importanza nell’interazione tra con
le molecole biologiche e nella capacita di penetrazione attraverso le membrane cellulari.
Le membrane cellulari infatti sono cariche negativamente a pH fisiologico, e questo
favorisce la penetrazione di NPs cariche positivamente per via di interazioni
elettrostatiche (Nel et al, 2009).

Anche I’energia superficiale influenza I’interazione NPs-molecola biologica. Infatti NPs

ad energia superficiale bassa (idrofobiche) vengono assorbite in modo aspecifico,
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provocando unfolding proteico, alterazione della componente lipidica delle membrane
cellulari e sono internalizzate facilmente a livello epiteliale. Mentre NPs ad energia
superficiale alta (idrofiliche), in particolare quelle con bassa carica negativa o neutra,
hanno bassa affinita per le proteine e sono difficilmente internalizzate (Nel et al, 2009;
Elder et al, 2009).

Le caratteristiche di superficie delle NPs finora riportate possono essere modificate
mediante 1’utilizzo di rivestimenti in grado di ridurne la reattivita, prevenire
I’aggregazione ed agglomerazione, favorendone, quindi, la dispersione e mantenendone
inalterate le proprieta di interesse.

Un aspetto importante da valutare negli studi tossicologici ¢ anche la solubilita, dalla
quale dipende anche I’organo bersaglio della NP. La presenza di ioni metallici in NP
solubili pud provocare effetti deleteri per la salute umana, dovuti proprio all’effetto
tossico di tali ioni (Borm et al, 2006; Balbus et al, 2007). Ad esempio studi sugli animali
riguardanti NPs di grande interesse industriale, come 1 nanotubi, hanno dimostrato che la
loro esposizione provoca gli stessi effetti polmonari osservati per altre fibre
notoriamente tossiche, quali I’asbesto; tossicita che sembra associata alle impurezze
metalliche (A1203, Fe203, TiO2), presenti nei nanotubi come conseguenza della loro
lavorazione (Oberdorster G et al, 2005).

Dall’altra parte € necessaria anche la valutazione della biodegradabilita delle NPs, da cui
dipende la biopersistenza di queste. Se da un lato NPs non biodegradabili possono
accumularsi negli organi e nelle cellule, causando alterazioni biologiche a lungo termine;
dall’altro lato NPs biodegrdabili possono portare ad un’inattesa tossicita a causa di
prodotti di degradazione tossici (Aillon et al, 2009).

Per quanto riguarda I'influenza della forma delle NPs nei confronti della tossicita,
ancora pochi sono gli studi a riguardo. E stato dimostrato ad esempio che nanomateriali
della stessa composizione ma di differente forma mostrano comportamenti differenti. Ad
esempio, NPs sferiche d’oro sono meglio internalizzate di nanotubi d’oro (Chithrani et
al, 2006). Studi condotti in vivo hanno dimostrato che nanotubi di carbonio a parete
singola mostrano una citotossicita polmonare, seguita poi da una risposta infiammatoria,
maggiore rispetto ai nanotubi a parte multipla o ai fullereni (Huczko et al, 2001;
Montiero-Riviere et al, 2005)

Dall’analisi delle proprieta chimico-fisiche delle NPs appare in maniera evidente che

non ¢ possibile generalizzarne un profilo tossicologico, in quanto NPs differenti per
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caratteristiche chimico-fisiche hanno in genere proprieta tossicologiche differenti. Ecco
perché risulta utile valutare caso per caso ogni tipo di NPs.

Da quanto appena esposto ne consegue che gli studi nanotossicologici richiedono
innanzitutto un’attenta classificazione delle NPs dal punto di vista fisico-chimico, in
quanto ¢ proprio dalle loro caratteristiche che dipende la tossicita (Nel et al, 2006; Nel et
al, 2009, Fischer et al, 2007; Xia et al, 2009). In tal modo se da un lato la
caratterizzazione delle NPs richiede I'uso di tecniche talvolta sofisticate e non ancora
completamente ottimizzate (Murdock et al, 2008; Hassellov et al, 2008), dall’altro lato
permette di valutare in modo appropriato il rischio di esposizione e conseguentemente
di predisporre misure di prevenzione e di protezione per la salute umana e per

[’ambiente.
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4.3 EFFETTI DELLE NANOPARTICELLE INGEGNERIZZATE
SULLA SALUTE UMANA

La produzione e l’utilizzo crescente di nanomateriali ingegnerizzati in diversi settori
occupazionali ha indotto molti gruppi di ricerca ad analizzarne i possibili effetti biologici
sulla salute umana, sia dei produttori che dei consumatori. A tal proposito, la valutazione
di questi effetti piu che basarsi su studi epidemiologici, i quali mostrano diverse
difficolta nello stimare 1’esposizione dei soggetti a rischio, si basa su studi effettuati in
vitro o in vivo, su animali quali il topo.

In particolar modo, questi studi si basano principalmente sulla valutazione dei rischi di
nanomateriali gia presenti o che saranno a breve immessi in commercio, quali nanotubi a
parete singola o multipla, fullereni, NPs metalliche e quantum dot.

Le vie di esposizione delle NPs presenti nei prodotti di consumo, cosi come le NPs
costituenti il particolato atmosferico, sono tre: apparato respiratorio, cutaneo e

gastrointestinale.

ASSORBIMENTO RESPIRATORIO

La piu importante via di assorbimento delle NPs ¢ quella respiratoria (Maynard et al,
2004). Essa riguarda principalmente 1 produttori che inalano NPs durante i processi di
fabbricazione.

Come avviene per le particelle ultrafini atmosferiche, la deposizione di NP
ingegnerizzate nel tratto respiratorio ¢ determinata dal loro diametro. Essa in particolare
puo riguardare la regione tracheobronchiale, extra-toracica ed alveolare. In quest’ultima
regione si depositano NPs di diametro minore.

La tossicita e la tossicocinetica delle NPs inalate, oltre a dipendere dal fattore
dimensionale di queste, dipende anche dalle altre caratteristiche chimico-fisiche. Yang et
al (2008) ha individuato pero alcune caratteristiche comuni utili per definire 1’interazione
tra polmoni e NP. Inizialmente, le particelle vengono incorporate nel fluido che ricopre
la superficie epiteliale alveolare, (epithelial lining fluid,(ELF), con un’efficienza
inversamente proporzionale alle dimensioni (Geiser et al, 2003). Le particelle piu
solubili si dissolvono in situ mentre quelle insolubili non sono assorbite rapidamente, ma
possono subire una traslocazione fisica, in base alla regione dove sono depositate

(Oberdorster et al, 2005) e ai sistemi difensivi dell’organismo. A questo punto, diversi
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meccanismi possono quindi attivarsi: trasporto mucociliare, fagocitosi da parte dei
macrofagi ed endocitosi (Gumbleton, 2001; Arredouani et al, 2004). Il trasporto
mucociliare riguarda le alte vie respiratorie, mentre la fagocitosi e I’endocitosi sono 1
meccanismi prevalenti di trasporto delle NPs depositate nelle basse vie respiratorie e
quindi negli alveoli (Sibille and Reynold, 1990). I macrofagi sono in grado di fagocitare
particelle di grandi dimensioni (microparticelle) ma non di piccole dimensioni, che in tal
modo eludono il sistema macrofagico (Chono et al, 2006), motivo per cui queste
interagiscono con le cellule epiteliali. La capacita di eludere il sistema macrofagico ¢
influenzata anche dalla forma delle NPs: NPs fibrose come 1 nanotubi sfuggono piu
facilmente ai macrofagi, e si immettono nella circolazione sanguigna. L’endocitosi delle
NPs si ritiene che avvenga mediante caveole, che sono dei micro domini delle membrane
cellulari, contenenti caveolinal, espressi dai capillari dei polmoni e dalle cellule
alveolari. Cio perd non ¢ stato ancora dimostrato in vivo (Rejman et al, 2004). In tal
modo le caveole trasportano le NPs dai polmoni al sangue (Oberdorster G et al, 2005;
Rejman J et al, 2004).

Studi condotti in vivo dimostrano che, a livello respiratorio, le NPs siano in grado di
provocare la comparsa di un’importante risposta infiammatoria polmonare acuta, la
formazione di lesioni granulomatose ed enfisematose, la deposizione di collagene con
conseguente fibrosi interstiziale e induzione di un significativo stress ossidativo. Cio ¢
stato dimostrato da Shvedova et al (2008) e da Muller et al (2005) in topi, mediante
aspirazione faringea, esposizione inalatoria o instillazione intratracheale.

Invece gli studi condotti in vitro dimostrano una diminuzione della vitalita e
proliferazione cellulare, nonché un incremento della produzione di ROS e dello stress
ossidativo intra ed extra cellulare. Ad esempio in cellule bronchiali epiteliali umane,
nanotubi di carbonio a parete singola mostrano effetti citotossici, quali diminuzione della
vitalita cellulare, riduzione dei livelli di glutatione ed aumento della produzione di
radicali idrossilici. Tali effetti sembrano perd attribuibili alla presenza di impurezze
metalliche come il ferro ed il nichel (Shvedova et al 2007), infatti nanotubi purificati non
inducono la produzione di ROS nei macrofagi alveolari (Kagan et al, 2006). La
produzione di ROS si ritiene che sia dovuta ad un’alterazione della catena mitocondriale
respiratoria (Asharani et al, 2009). La capacita di provocare alterazione della catena
mitocondriale dipende perd anche dalla composizione chimica delle NPs. Secondo Park
et al (2008) la produzione di Ros indurrebbe 1’attivazione delle caspasi ed il conseguente

innesco dell’apoptosi, mediante la quale le NPs realizzerebbero il loro effetto
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citotossico. In fibroblasti polmonari I’esposizione a NPs induce un aumento anche della
proliferazione cellulare della produzione di collagene, cid confermerebbe quindi un
ruolo dei nanomateriali nelle reazioni fibrogene osservate in studi in vivo (Wang et al,
2008).

La citotossicita evidenziata dagli esperimenti in vitro ¢ correlata sia al grado di
solubilizzazione ed alla carica superficiale della NPs (Sayes et al, 2004), che alla dose e
al tempo (Sayes et al, 2006). Ad esempio in cellule di carcinoma polmonare umano si
osservano effetti citotossici solo a concentrazioni elevate di TiO2(100ug/ml) (Sayes et
al, 2006) mentre nelle stesse cellule ed in condizioni sperimentali simili Simon-Deckers
et al, 2008 hanno riscontrato, seppur lievi, degli effetti citotossici anche a concentrazioni
inferior1 ai 100ug/ml. Questi risultati contrastanti potrebbero essere spiegati dalle
differenti caratteristiche delle NPs, cosa che ¢ stata dimostrata anche in vivo (Warheit et
al, 2007). Lo stato di aggregazione influenza il comportamento delle NPs, riducendone
la tossicita: a parita di dose somministrata una NPs ¢ in grado di indurre una risposta
inflammatoria maggiore rispetto a quella della stessa NPs allo stato aggregato
(Kobayashi et al, 2009)

In tal modo gli effetti delle NPs ingegnerizzate sul sistema respiratorio hanno suggerito

di limitarne I’utilizzo industriale e le possibili applicazioni pratiche.

ASSORBIMENTO CUTANEO

Un’altra via di assorbimento ¢ rappresentata dalla cute. Tale via riguarda sia 1 produttori,
che manipolano NPs durante i processi di fabbricazione, sia i consumatori, durante
I’utilizzo di prodotti in commercio contenenti NPs.

La cute, con un’estensione di circa I,Sm2 nell’adulto, costituisce una barriera
difficilmente superabile dalle NP (Argyle et al., 2009). Cio ¢ dovuto alla sostanziale
impermeabilita dello strato superficiale della cute (epidermide), mentre lo strato
sottostante (derma) ha una ricca irrorazione sanguigna e contiene abbondanti macrofagi
tissutali, vasi linfatici, cellule dendritiche, e cinque differenti tipi di terminazioni nervose
di tipo sensitivo. Proprio per la caratteristica strutturale dell’epidermide, I’assorbimento
cutaneo delle NPs ¢ favorito da lacerazioni presenti nella pelle danneggiata (Larese et al,
2009) oppure in seguito all’utilizzo di detergenti irritanti e sostanze chimiche, che ne

facilitano la penetrazione. Uno studio condotto da Rouse et (2007) ha dimostrato perd
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anche la capacita delle NPs di penetrare nella cute intatta, in seguito a movimenti di
flessione.

Finora I’effetto delle NP sembra essere circoscritto solo all’epidermide, in quanto non vi
sono prove sperimentali che dimostrano che le NPs ingegnerizzate possano oltrepassare
I’epidermide e raggiungere il derma. Si suppone che qualora esse riuscissero ad avere
accesso al derma verrebbero trasportate dal sangue e convogliate nel sistema linfatico e
nei linfonodi, provocando una risposta immunitaria.

Attualmente la maggior parte delle informazioni disponibili circa la tossicita cutanea
delle NPs deriva dall’industria farmaceutica e riguarda le NPs di ossido di zinco (ZnO) e
di biossido di titanio (TiO,), usate per la formulazione di prodotti cosmetici come creme
solari, detergenti e shampoo. Poche sono le informazioni riguardanti le altre tipologie di
NPs, che richiedono dunque ulteriori studi.

L’esposizione cutanea a NPs puo determinare effetti locali sulla cute, sia irritativi che
allergici, o essere una via d’ingresso nel circolo sistemico.

Molte sono le evidenze per diversi tipi di NPs circa DPeffetto di tipo irritativo-
infiammatorio (Kishore et al, 2009; Monteiro-Riviere et al., 2005; Witzmann and
Monteiro-Riviere et al., 2006); mentre attualmente non vi sono dati sulla potenziale
allergicita delle NPs, anche se alcune informazioni possono far ipotizzare un aumentato
rischio in seguito all’esposizione a NPs metalliche. Tale effetto allergico sembra
riguardare principalmente le NPs contenenti metalli allergici come cobalto, nichel e
cromo, anche se non vi sono ora disponibili dati che attestino questa ipotesi. Di
conseguenza non dovrebbero indurre una risposta allergica le NPs contenenti metalli non
allergenici come oro ed argento, ma anche questo ¢ da studiare. Dati preliminari
dimostrano che i fullereni inibiscono la risposta allergica mediata dalle IgE, sia in vivo
che in vitro, inibendo il rilascio di istamina (Ryan et al,2007)

La grande quantita di dati disponibile circa gli effetti tossici delle NPs penetrate
attraverso la cute deriva da studi effettuati in vitro su cheratinociti e fibroblasti. Studi
condotti da Shevedova et al (2003) e da Zhang et al (2007) hanno dimostrato in
cheratinociti che i nanotubi di carbonio a parete singola causano stress ossidativo,
perdita di vitalita, alterazioni macroscopiche e rilascio dell’interleuchina-8 alle dosi di
NPs piu elevate, suggerendo una reazione irritativa dose-dipendente. Tali effetti
dipendono anche dal grado di funzionalizzazione della NPs: uno studio di Sayes et al
(2006a) mostra infatti una minore citotossicita in fibroblasi, riducendo il grado di

funzionalizzazione delle NPs. Inoltre il contatto cutaneo giornaliero con nanotubi di
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carbonio ¢ in grado di indurre flogosi cutanea caratterizzata da rash a carico del dorso
delle mani, degli spazi interdigitali e del volto, nonché fenomeni di ipercheratosi,
attribuiti all’attivazione della risposta infiammatoria e allo stress ossidativo (Chou et al,
2002).

Effetti tossici sui cheratinociti e sui fibroblasti, quali inibizione della proliferazione e
alterazioni morfologiche, sono stati riscontrati anche per le NPs di argento, rilasciate da
capi di vestiario (Paddle-Ledinek et al, 2006). Cio ¢ in contrasto con le conoscenze
finora ottenute riguardanti tali NPs, le quali vengono largamente impiegate
nell’abbigliamento proprio per I’attivita antimicrobica.

Le NPs di TiO2 e ZnO sono le NPs piu diffuse ed utilizzate nelle creme schermanti
solari in quanto bloccano 1 raggi UV in modo efficiente, ma non presentano il colorito
biancastro tipico delle creme costituite da particelle di dimensioni maggiori. Tali NPs
sono in grado di penetrare solo nello stato corneo dell’epidermide e non gli strati
profondi di questa (Tan et al, 1996; Schulz et al., 2002; Mavon et al., 2007; Cross et al.,
2007). Non ¢ pero da escludere che nelle condizioni di flessione o quando la cute ¢ lesa
queste NPs siano in grado di penetrare in profondita nella cute. La penetrazione di
queste NP a livello degli strati profondi dell’epidermide aprirebbe nuovi quesiti sulla
loro sicurezza in quanto le piccole dimensioni e [’elevata superficie potrebbero
determinare sulle cellule e sul sistema immunitario effetti diversi rispetto ai materiali
con dimensione maggiore. Le piccole dimensioni possono aumentare la capacita di
interagire a livello intercellulare e a livello del DNA e I’elevata superficie puoé aumentare
la loro capacita di svolgere azione immunitaria ¢ di agire come apteni inducendo
reazioni allergiche o autommuni (Newman et al., 2009), ma gli studi attuali sono ancora
troppo pochi per dare un giudizio definitivo su tali sostanze.

In vitro ¢ stato dimostrato che entrambi 1 tipi di NPs mostrano effetti citotossici ed
inflammatori (Sayes et al, 2006b; Yuan et al, 2010). A livello cellulare, esse comportano
produzione di ROS ed danni al DNA (Uchino et al, 2002; Hidaka et al, 2006). Questi
effetti non sono stati riscontrati dal gruppo di Dufour (2006). Sulla base di questi dati
discordanti, un gruppo di studiosi della L’Oreal (Nohynek et al., 2009) ha analizzato il
rischio legato all’uso di NP negli schermi per raggi ultravioletti UV, concludendo che le
evidenze scientifiche suggeriscono come le NPs utilizzate oggi nelle formulazioni
cosmetiche e negli schermi solari non presentino rischi per la cute o per la salute, mentre
svolgono azione protettiva contro gli effetti negativi della radiazione UV, compreso il

cancro.
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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).

Allo stato attuale tutte le creme solari contengano NP, motivo per cui I’Unione Europea
sta predisponendo un’etichettatura specifica per questi prodotti nell’ambito delle nuove
direttive sull’uso dei cosmetici.

La FDA nel 1999 aveva approvato I’immissione in commercio di cosmetici contenenti
NP senza nuova etichettatura, ma ora, sulla base dei risultati pii recenti ottenuti a
riguardo, sta rivedendo le sue posizioni. Nel 2007 un gruppo di lavoro ha infatti
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.

ASSORBIMENTO GASTRO-INTESTINALE

La terza via di assorbimento delle NPs ¢ rappresentata dall’apparato gastro-intestinale.

Esse possono essere ingerite deglutendo il muco che incorpora e ripulisce le NPs
depositate lungo il tratto respiratorio, nonché mediante assunzione di cibi ed acqua
contaminati, o all’uso di dentifrici e prodotti farmaceutici, ed infine, nel caso dei
produttori, anche per contatto con mani e superfici contaminate (Lomer MC et al, 2002;
Tiede K et al, 2008). Per quanto riguarda I’assunzione delle NPs attraverso il cibo essa ¢
connessa non solo al fatto che le NPs vengono impiegate ad esempio nell’industria
alimentare per la fabbricazione di contenitori e prodotti d’imballaggio, ma anche al fatto
che le NPs ingegnerizzate sono disperse nell’ambiente, in tal modo captate dai diversi
organismi animali e vegetali entrano nella catena alimentare, costituendo dei
contaminanti involontari degli alimenti (Boxall et al, 2007). Questo ¢ il motivo per cui
recentemente si sta focalizzando I’attenzione sulla valutazione della trasferibilita delle
NPs all’uomo attraverso la catena alimentare. In particolare, analizzando il passaggio di
NPs dall’acqua ai pesci e dal suolo ai prodotti vegetali e da questi agli animali da carne

o da latte.
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Attualmente pochi sono gli studi riguardanti le NPs assorbite a livello gastroenterico.
Tali studi riguardano animali da laboratorio, per quanto riguarda I’'uomo studi a riguardo
sono praticamente assenti.

Gli studi condotti sui ratti hanno dimostrato che le NPs possono essere assorbite
attraverso le placche di Peyer del piccolo intestino (Jani et al, 1990; O’Hagan, 1996;
Gullberg et al, 2006) ma si suppone anche le NP possano essere assorbite dagli enterociti
intestinali (Carr et al, 1996; Hillyer and Albrecht, 2001; Des Rieux et al, 2006). Tale
assorbimento ¢ influenzato dalle caratteristiche quali carica e dimensione delle NPs (Jani
et al, 1990; Florence, 1997; Hussain et al, 2001; Gaumet et al, 2009).

Una volta assorbite esse possono o venire attaccate dai normali processi digestivi
oppure possono migrare attraverso il circolo sanguigno in altri organi e tessuti, quali

fegato, milza, sangue, rene e midollo osseo. (Hillyer and Albrecht, 2001)

DISTRIBUZIONE DELLE NPs

Dopo essere state assorbite a livello respiratorio, cutaneo e gastro-intestinale, le NPs
ingegnerizzate possono giungere nel sangue per poi migrare in diversi organi ed
apparati, quali rene, muscoli, milza e femore (Singh et al, 2006) (Fig)

Relativamente agli effetti a livello di organo e di apparato, la maggior parte degli studi si

¢ concentrata sulla tossicita relativa al sistema nervoso, cardiovascolare ed immunitario.

EFFETTI SUL SISTEMA NERVOSO CENTRALE

Le NPs, assorbite principalmente attraverso la via inalatoria, hanno la capacita di
raggiungere il SNC mediante due diversi meccanismi. Questi meccanismi sono il
trasporto trans-sinaptico e la captazione attraverso la BEE (Lai et al., 2000; Borm et al.,
2006). Mediante il meccanismo di trasporto trans-sinaptico, le NPs possono essere
captate direttamente nel SNC attraverso le terminazioni nervose della mucosa nasale
(nervo olfattivo e nervo trigemino) e tracheobronchiale (afferenze del nervo vago)
(Oberdorster et al, 2004; Muller et al, 2004; Kreuter et al, 2004). La captazione delle
NPs dalla BBE avviene nei casi in cui questa risulta essere danneggiata, come nel caso

di ipertensione o di encefalomielite.
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Di tutte le barriere endoteliali, la BEE ¢ la piu serrata e in condizioni normali costituisce
un meccanismo di difesa che protegge il SNC dall’esposizione a sostanze veicolate dal
sangue. Caratteristiche di superficie delle NPs e stati morbosi come ipertensione ed
encefalomieliti possono alterare la BEE e favorire la penetrazione delle NPs, con
conseguente tossicita per il SNC (Muldoon et al, 1999).

Studi condotti in vivo hanno dimostrato che le NPs trasportate mediante il nervo
olfattivo al SNC sono in grado di indurre stress ossidativo, che provoca perossidazione
lipidica (Oberdorster et al, 2004), di attivare la risposta infiammatoria, in seguito a
modificazione dell’espressione genica delle citochine pro infiammatorie e delle
chemochine (Tin-Tin-Win-Shwe et al, 2006) e di indurre il rilascio di neurotrasmettitori
(glutammato e glicina) nel fluido extracellulare (Tin-Tin-Win-Shwe et al, 2008). Il
rilascio di questi neurotrasmettitori potrebbe causare la produzione di citochine pro
inflammatorie da parte delle cellule immunitarie della microglia.

Le NPs veicolate dal sangue sono in grado di alterare le proprieta delle membrane delle
cellule endoteliali e di distruggere le giunzioni occludenti (tight junctions) della BBE.
Eftetti che sono correlati all’induzione di stress ossidativo (Chen et al, 2008). Gli effetti
delle NPs sulla BBE oltre a dipendere dalle dimensioni dipendono anche dalla
composizione e dalle cariche superficiali. Per quanto riguarda la composizione questi
effetti sono maggiori nel caso di nanotubi di carbonio rispetto a NPs metalliche (Chen et
al, 2008). Per quanto riguarda, invece, la carica, Lockman (2004) nei sui studi ha
dimostrato che NPs con carica neutra o bassa concentrazione anionica di cariche
superficiali, non alterano I’integrita della BBE, al contrario alte concentrazioni anioniche
o cationiche di superficie inducono alterazione della BBE.

In generale studi condotti sia in vivo, in diversi modelli animali, che in vitro su cellule
neuronali e gliali di derivazione animale ed umana, hanno dimostrato notevoli effetti
neurotossici mediati dallo stress ossidativo quali: riduzione della vitalita, apoptosi,
inflammazione, perdita di adesione e rallentamento della crescita cellulare, alterazioni
delle membrane, incremento dei lisosomi e dilatazione del reticolo endoplasmatico
ruvido (Li et al, 2009 ; Long et al, 2007; Au et al, 2007, Ma et al, 2010, Shimizu et al,
2009, Wang et al 2009). La riduzione della vitalita cellulare sembra avere un effetto dose
dipendente ed ¢ correlata anche al tipo di NPs, in tal senso le NPs di ossido di zinco sono
piu tossiche di quelle di ossido di manganese (Lai et al, 2008). La perdita di adesione e
il rallentamento della crescita dipendono dal tipo cellulare analizzato: infatti, cid si

verifica negli astrociti immaturi ma non in quelli maturi (Au et al, 2007).
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Recentemente ¢ stato dimostrato che le NPs sono in grado di indurre la morte delle
cellule neuronali mediante un meccanismo definito eccito-tossicita. Tale meccanismo ¢
dovuto al fatto che lo stress ossidativo indotto dalle NPs inibisce la capacita dei
sinaptosomi di captare il glutammato, di conseguenza I’eccessiva concentrazione di
glutammato extracellulare comporta un’esposizione prolungata dei neuroni a questo
neurotrasmettitore eccitatorio, che sarebbe alla base del danno cellulare e della morte dei

neuroni (Alekseenko et al, 2008).

EFFETTI CARDIOVASCOLARI

L’interesse nei confronti degli effetti cardiovascolari delle NPs ingegnerizzate scaturisce
dalla correlazione tra elevati livelli di NPs presenti nel particolato atmosferico e
malattie cardiovascolari, quali infarto, ictus ed aritmia (Mossman et al, 2007). Gli effetti
delle NPs ingegnerizzate sul sistema cardiovascolare sono due: diretto ed indiretto.
Nell’effetto diretto il danno cardiovascolare ¢ attribuito alla capacita delle NPs di
interagire direttamente con cellule, quali quelle endoteliali e le piastrine, e con proteine
della coagulazione; mentre I’effetto indiretto ¢ da attribuire alla biopersistenza delle NPs
a livello polmonare, cosa che induce un processo infiammatorio cronico locale con
rilascio di fattori inflammatori, che a loro volta causano un’infiammazione sistemica.

La maggior parte degli studi nanotossicologici circa questi effetti deriva da nanotubi di
carbonio, mediante 1 quali ¢ stato possibile concludere che le NPs inducono
ipercoagulabilita, formazione di ateromi, inflammazione sistemica, disfunzione/danno
endoteliale (incluso il danno ossidativo) ed alterazioni dell’attivita cardiovascolare
regolata dal sistema nervoso autonomo.

In vitro, sia 1 nanotubi di carbonio a parete singola che quelli a parete multipla sono in
grado di provocare un aumento dell’aggregazione delle piastrine e quindi
un’ipercoagulazione (Radomski et al, 2005), che potrebbe essere la causa di ischemie
nell’uomo (Ben-Dor et al, 2009). Tale risultato ¢ stato confutato in uno studio condotto
in vivo in topi da Nemmar et al (2007), dove la coagulazione era solo parzialmente
aumentata e tendeva a regredire nel tempo. Questi risultati mostrano che per quanto
riguarda D’effetto delle NPs sulle piastrine ¢ necessario ancora indagare. Entrambi gli
autori hanno inoltre dimostrato in vivo ed in vitro un coinvolgimento dei nanotubi sulla

formazione di trombi a livello della carotide (Ben-Doret al, 2009; Nemmar et al, 2007).
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Le NPs sono coinvolte anche nella formazione di placche aterosclerotiche. Infatti in topi
geneticamente predisposti ad aterosclerosi, in seguito ad esposizioni polmonari ripetute a
nanotubi a parete singola, sono state riscontrate tali placche (Li et al, 2007). Va pero
tenuto presente che la comparsa di queste placche oltre a riguardare topi geneticamente
modificati e predisposti ad aterosclerosi, prevedeva anche una dieta iperlipidica per
questi topi. Infatti con una dieta standard il danno aterosclerotico era inferiore. Questi
risultati perd sembrano suggerire che questo danno cardiovascolare potrebbe riguardare
persone obese e che abbiano una forte familiarita con malattie cardiovascolari. La
formazione di placche aterosclerotiche non ¢ da sottovalutare in quanto nell’uomo ¢
ormai certo che eventi ischemici, quali infarto del miocardio ed ictus, si determinano nel
contesto di una malattia aterosclerotica, che puo portare alla formazione di trombi, che
causano occlusione dei vasi arteriosi.

L’infiammazione indotta a livello cardiovascolare sembra essere associata all’attivazione
della via del complemento, che ¢ coinvolta nella maggior parte dei processi inflammatori
umani, al rilascio di interleuchine e all’aumento di espressione di geni-proinfiammatori
(Salvador-Morales et al, 2006; Erdely et al, 2009).

Per quanto riguarda le cellule endoteliali vascolari, le NPs inducono un incremento della
selectina E, che ¢ una molecola di adesione espressa solo sulle cellule endoteliali
attivate, e che gioca un ruolo chiave nei processi iniziali di aterosclerosi (Erdely et al,
2009); ed inducono danno ossidativo al DNA mitocondriale (Li et al, 2007).

Infine I’esposizione a NPs determina anche alterazione della regolazione dell’attivita
cardiaca, come frequenza cardiaca e pressione arteriosa, da parte del sistema nervoso
autonomo (Legramante et al, 2009). Numerose sono le evidenze che alterazioni della
regolazione dell’attivita cardiaca sono responsabili di morte improvvise, nonché di

recidive di infarto e di aritmie (La Rovere te al, 1998)

EFFETTI IMMUNOLOGICI

I dati relativi agli effetti immunologici indotti dalle NPs sono molto scarsi e riguardano
principalmente studi in vivo. Due sono i meccanismi attraverso i quali le NPs possono
indurre danni al sistema immunitario. Il primo meccanismo prevede che le NPs, una
volta raggiunta la circolazione sistemica, interagiscano con le proteine circolanti o

esposte sulla superficie cellulare, determinando I’esposizione di residui amminoacidici
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normalmente non esposti (epitopi) con la possibilita di una risposta autoimmunitaria
(Labarre et al., 2005). Il secondo meccanismo invece prevede che le NPs interferiscano
con i processi di opsonizzazione,responsabili dell’eliminazione di sostanza estranee al
corpo, come microrganismi (Moghim and Patel, 1998).

Le NPs in particolare sono in grado di attivare il complesso di istocompatibilita di tipo 1
e 2. Cio ¢ stato dimostrato in vivo somministrando per via sottocutanea nanotubi a parete
singola e multipla a topi per un periodo prolungato di tre mesi (Koyama et al, 2006).
Altri studi invece dimostrano che le NPs sono in grado anche di reprimere la risposta
immunitaria dei linfociti T (immunita cellulo-mediata), cosa che comporta la riduzione
della capicita di compattere le infezioni (Mitchell et al, 2007).

Oltre all’immunita cellulo-mediata, anche I’immunita innata puo essere alterata dalle
NPs. Infatti, studi effettuati da Shvedova et al (2008) hanno riportato che I’esposizione
di topi a nanotubi comporta una riduzione dell’attivita dei macrofagi polmonari. Cio
indica quindi che le NPs aumentano la recettivita alle infezioni.

Al contrario di quanto appena esposto, Dumortier et al (2006) non ha riscontrato alcuna
effetto dei nanotubi sui linfociti B e T e sui macrofagi. Probabilmente I’assenza di effetti
sul sistema immunitario ¢ da attribuire al fatto che in questo studio 1 nanotubi utilizzati
erano funzionalizzati e cid modifica le caratteristiche chimico-fisiche di questi.

Le NPs sembrano coinvolte anche in alcune patologie immunitarie, di cui ne aumentano
il decorso secondo una modalita dose-dipendente, come ad esempio 1’amiloidosi (Linse

et al, 2007)

ESCREZIONE DELLE NPs

Il corpo umano non ha sviluppato dei veri e propri sistemi in grado di eliminare le NPs
adsorbite. Cio ¢ dovuto al fatto che solo nell’ultimo secolo 'momo ¢ stato esposto, in
seguito al crescente sviluppo della nanotecnologia, a grandi quantita di NPs.

Attualmente pochi sono gli studi atti a valutare il destino metabolico delle NPs.
Esperimenti effettuati sui ratti hanno riportato che alcuni tipi di NPs possono essere
eliminati attraverso I'urina e le feci. In questi casi I’eliminazione avviene o mediante
filtrazione a livello glomerulare e successiva rimozione tramite le urine, oppure se le

NPs vengono assorbite a livello del fegato, mediante secrezione con la bile
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nell’intestino, seguita poi da rimozione attraverso le feci. (Choi et al., 2007; Lipka et al,

2010)
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4.4 TOSSICITA’ DELLE NANOPARTICELLE IN CAMPO
BIOMEDICO

Dal momento che NPs impiegate nei settori piu disparati provocano effetti tossici sulla
salute dei produttori e dei consumatori, negli ultimi anni la nanotossicologia sta
focalizzando la sua attenzione anche sulla potenziale tossicita di NPs impiegate nelle
applicazioni biomediche sulla salute umana. In tal modo la valutazione della tossicita di
queste NPs ne garantisce la sicurezza prima della loro applicazione in campo
biomedico, sia in diagnosi che in terapia (ElI-Ansary and Al-Daihan, 2009; Chaloupka et
al, 2010; Markides et al, 2012; Wahajuddin and Arora, 2012 ).

Allo stato attuale i1 dati presenti in letteratura circa gli effetti di queste NPs sono
controversi, tale discrepanza ¢ da ricondurre alla differenti dosi utilizzate, alle diverse
caratteristiche chimico fisiche delle NPs impiegate, ai differenti sistemi biologici e alle
differenti condizioni sperimentali usate (Choi and Wang, 2011; Markides et al, 2012).
La maggior parte dei dati circa la tossicita delle NPs biomediche deriva da linee cellulari
somatiche sia normali che tumorali (Asare et al, 2012; Mironava et al, 2013, Yang et al,
2013).

In generale dagli studi effettuati su queste cellule si evince che le NPs utilizzate in
diagnosi e terapia inducono: aumento (Wahajuddin and Arora, 2012) o riduzione della
proliferazione cellulare (Sun et al, 2013, Ahamed et al,2013, Asare et al, 2012),
riduzione della vitalita cellulare (Ahamed et al,2013), aumento della risposta
inflammatoria (Wahajuddin and Arora, 2012), apoptosi (Sun et al, 2013, Ahamed et
al,2013, Asare et al, 2012; Kanagesan et al, 2103;Meena et al, 2012), danni al DNA
(Wahajuddin and Arora, 2012; Ahamed et al,2013; Yang et al, 2013), necrosi (Asare et
al, 2012), cambiamenti nella morfologia cellulare (Hussain et al, 2005; Mironava et al,
2013), rimodellamento del citoscheletro (Apopa et al, 2009; Wahajuddin and Arora,
2012) o distruzione di questo (Pisanic et al, 2007) ed infine riduzione dei contatti
intracellulari (Pisanic et al, 2007) . Alla base di questi effetti tossici appare evidente un
meccanismo comune che riguarda I’interazione delle NPs con 1 mitocondri, che ha come
conseguenza 1’induzione di stress ossidativo. (Hsin et al, 2008; Apopa et al, 2009; Kim
et al, 2011; Meena et al, 2012; Wahajuddin and Arora, 2012 Ahamed et al,2013).
L’incremento delle specie reattive dell’ossigeno, causato dallo stress ossidativo, fa si che
queste possano interagire con diverse molecole biologiche, come proteine, enzimi, lipidi

ed acidi nucleici, provocando notevoli danni cellulari (Kim et al, 2011; Khaing Oo et al,
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2012). In particolare, I’interazione di queste specie reattive con i lipidi provoca
perossidazione lipidica (Meena et al, 2012; Ahamed et al, 2013) Per quanto riguarda le
NPs magnetiche, la produzione delle specie reattive sembra essere associata al rilascio
degli ioni metallici dal core della NP o alla degradazione enzimatica della NP stessa
(Mahmoundi et al, 2012). La capacita delle NPs di indurre stress ossidativo puo
senz’altro perd essere utilizzata nelle terapie anticancro, per distruggere cellule malate
(Khaing Oo et al, 2012).

La maggior parte dei danni cellulari indotti dalle NPs biomediche dipende dalla
concentrazione d’uso di queste. Studi in vitro in diverse linee cellulari hanno infatti
dimostrato che la citotossicita, la genotossicita, lo stress ossidativo sono dose-dipendenti
(Meena et al, 2012; Ahamed et al, 2013; Sun et al, 2013; Asare et al, 2013; Kanagesan et
al, 2103).

Le caratteristiche chimico fisiche delle NPs sono particolarmente responsabili della
tossicita delle NPs per le applicazioni biomediche. Tra queste caratteristiche si possono
annoverare la taglia, la composizione, la carica superficiale. Per quanto riguarda la
taglia, molti lavori in vitro ed in vivo dimostrano che la tossicita delle NPs ¢ taglia-
dipendente (Sun et al, 2013; Yang et al, 2013; Shimizu et al, 2012) . Nello specifico,
NPs di taglia ridotta sono quelle piu tossiche rispetto a quelle di taglia superiore
(Shimizu et al, 2012; Frohlich et al, 2012; Liu et al, 2011); si ritiene che ci0 sia dovuto al
fatto che le NP piu piccole siano maggiormente internalizzate a livello cellulare (Choi
and Wang, 2011).

NPs differenti per composizione mostrano effetti tossicologici differenti sulla stessa
linea cellulare. Ad esempio, la tossicita delle NPs di argento ¢ notevolmente piu elevata
delle NPs di manganese nella linea cellulare neuroendocrina PC-12 (Hussain et al,
2006). La citotossicita delle Nps di argento ¢ confermata anche da studi effettuati da
Asare te al. (2013), secondo cui essa ¢ maggiore di quella di NPs di biossido di titanio
nelle cellule testicolari. Studi condotti su cellule umane epiteliali bronchiali ed alveolari,
hanno permesso di stabilire che le NPs biocompatibili non sono esenti da effetti tossici
per le cellule, come lo stress ossidativo e I’attivazione della risposta inflammatoria. In
particolare NP di PLGA sono meno tossiche di NPs di biossido di silicio e di ossido di
ferro, cosa che potrebbe essere attribuita alla biodegradabilita delle NPs di PLGA
(Guadagnini et al, 2013).

Anche la carica superficiale sembra essere un importante caratteristica da valutare per la

sicurezza delle NPs nelle applicazioni biomediche. NPs di polistirene cariche
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positivamente, per la presenza di gruppi amminici di superficie, sono in grado di indurre
maggiori effetti tossici rispetto alle stesse NPs cariche negativamente, per la presenza di
gruppi carbossilici di superficie. Tali NPs cationiche inducono un ritardo della fase G1
del ciclo cellulare,un decremento dell’espressione delle cicline D ed E, ed alterano
I’integrita di membrana (Liu et al, 2011). Questi danni alle membrane cellulari indotti
dalle NPs di polistirene ammino-modificate sono stati riscontrati anche negli studi di
Ruenraroengsak et al (2012). Le NPs cationiche di polistirene sono anche responsabili di
altri effetti tossici, come I’apoptosi, mediante attivazione delle caspasi 3,7 ed 9, 1
cambiamenti morfologici dei lisosomi e dei mitocondri, che portano alla produzione di
specie reattive dell’ossigeno (Bexiga et al, 2011). Anche gli studi di Yang (2013) hanno
mostrato che gli effetti tossici delle NPs sono dipendenti dalla carica superficiale di
queste: le NPs con gruppi carichi positivamente sono piu tossiche rispetto a quelle che
presentano cariche superficiali negative.

Anche I’utilizzo di differenti linee cellulari rende difficile delineare un preciso profilo
tossicologico delle NPs. Guadagnini et al (2013) hanno dimostrato che le cellule umane
epiteliali bronchiali sono piu sensibili alla tossicita indotta da NPs di biossido di silicio e
di ossido di ferro rispetto a cellule epiteliali alveolari. La tossicita delle NPs inoltre puo
essere differente a seconda se si tratta di una linea cellulare somatica normale o
tumorale. Studi condotti da Miranova et al (2013) hanno dimostrato che NPs metalliche
risultano essere piu tossiche in cellule tumorali (cellule cancerose della mammella)
piuttosto che in cellule normali (cheratinociti), provocando un incremento del numero di
vacuoli intracellulari e cambiamenti morfologici. Una maggiore tossicita in cellule
cancerose (cellule epatiche umane) ¢ stata riscontrata anche da Faedmaleki et al (2012),
rispetto a cellule normali (epatociti primari di topo): nelle cellule tumorali infatti le NPs
di argento mostrano un effetto inibitorio della crescita cellulare 44 volte maggiore
rispetto alle cellule primarie. NPs di polistirene invece sembrano essere maggiormente
tossiche in cellule normali (fibroblasti embrionali di topo) piuttosto che in cellule
cancerose (cellule Hela) (Li uet al, 2011).

Diversi sono 1 metodi impiegati per la valutazione della tossicita delle NPs. La maggior
parte dei saggi tossicologici impiegati in letteratura analizzano la vitalita cellulare
mediante metodi colorimetrici, che misurano I’integritd di membrana e [’attivita
mitocondriale. Un esempio ¢ dato dal “Neutral red”che attraversa il plasmalemma per
diffusione e si accumula maggiormente in cellule la cui membrana ¢ integra,

consentendo cosi una discriminazione delle cellule non vitali da quelle vitali, mediante
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misurazioni spettrofotoniche. I1“Trypan blue”, ¢ in grado invece di permeare solo cellule
con membrana destabilizzata, colorando di blu esclusivamente le cellule non vitali,
identificate mediante microscopia in campo chiaro. Ancora sono impiegati saggi di
vitalita “LIVE/DEAD”, come quello che include la acetossimetil-calceina (calceina AM)
e l’etidio omodimero. La Calceina AM diffonde in cellule vitali in cui viene
convertita,ad opera di esterasi, in calceina, molecola che fluoresce nel verde; I’etidio
omodimero, invece, ¢ in grado di attraversare solo cellule con membrane destabilizzate
colorando di rosso il nucleo. Ulteriore saggio ¢ quello del rilascio della lattato
deidrogenasi (LDH) da parte di cellule danneggiate capace di ossidare il lattato in
piruvato, che a sua volta pruomuove la conversione del sale tetrazolio in formazano,
molecola con assorbanza a 490nm.

L’attivita mitocondriale puod essere saggiata analizzando la formazione di sale tetrazolio
da parte delle deidrogenasi mitocondriali, che avviene solo nelle cellule vitali dotate di
mitocondri attivi. Il saggio di vitalita basato sulla valutazione dell’attivita mitocondriale
piu utilizzato ¢ il 3-(4,5-dimetiltiazolo-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio bromide (MTT).Tale
test si basa sulla riduzione da parte dell’enzima mitocondriale succinato deidrogenasi del
sale di tetrazolio (MTT), sostanza di color giallo, in cristalli di formazano, insolubili in
soluzione acquosa. I cristalli vengono disciolti in isopropanolo acidificato e la soluzione
viola che si forma con assorbanza a 492 nm puo essere dosata spettrofotometricamente.
Esistono inoltre saggi deputati all’analisi dello stress ossidativo indotto dall’utilizzo di
nanoparticelle. Tra questi vi ¢ quello del glutatione (GSH), il quale analizza i livelli di
GSH, un importante antiossidante ossidato a glutatione disolfuro (GSSG) in presenza di
specie reattive dell’ossigeno. In particolare tale saggio analizza 1 livelli di glutatione
utilizzando il composto EllmanFs, acido5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB), che
reagisce col gruppo sulfidrile del GSH producendo un prodotto giallo acido 5-tio-2-
nitrobenzoico (TNB). Il tasso di produzione di TNB ¢ direttamente proporzionale alla
concentrazione di GSH nel campione, I’assorbanza di TNB puo essere misurata a 405 o
412nm per determinare il livello di GSH.

Per lo studio degli effetti genotossici delle nanoparticelle, molti test analizzano la
presenza di danni al DNA mediante citometria di flusso, la quale, mediante un fascio
laser, differenzia le cellule in base alla loro dimensione e densita. Utilizzando un
colorante intercalante del DNA, il contenuto di DNA cellulare pud essere usato per
determinare la proporzione di cellule in apoptosi. Un esempio ¢ lo ioduro di propidio, in

grado di penetrare solo le membrane destabilizzate, colorando di rosso,pertanto, solo le
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cellule danneggiate. In aggiunta alla citometria di flusso, la comet assay ¢ utilizzata per
individuare la presenza di DNA danneggiato che appare sottoforma di“comete” su gel
elettroforetico, grazie all’uso di ioduro di propidio, come intercalante del DNA.

Studi nanotossicologici presenti in letteratura dimostrano che i diversi saggi utilizzati per
testare gli effetti tossici delle NPs possono spesso dare risultati differenti circa la
tossicita di queste, cid dipende non solo dalla sensibilita del saggio utilizzato ma anche
dalle caratteristiche delle NPs stesse. Esperimenti condotti da Vijayakumar and Ganesan
(2012) hanno dimostrato che saggi come I’MTT, LDH e il “Neutral red” mostrano una
sensibilita differente circa la tossicita delle NPs d’oro. Guadagnini et al (2013) ha invece
riportato che lo ioduro di propidio € molto piu efficace dell’MTT nel testare la tossicita
di differenti NPs biocompatibili in cellule epiteliali umane. Inoltre la citometria a flusso
puo non essere un efficace sistema di valutazione della nanotossicita, dal momento che il
distacco delle cellule dalla piastra di coltura, richiesto per I’applicazione di questa
tecnica, pud compromettere la stessa vitalita cellulare (Choin and Wang, 2011).

Alcune caratteristiche delle NPs come I’alta capacita di assorbimento,l’idrofobicita, la
carica superficiale, le proprieta ottiche e magnetiche o le attivita catalitiche possono
interferire con 1 test usati in tossicologia, portando cosi a risultati fuorvianti. Le NPs ad
esempio possono interagire con le molecole di colorante o di fluoroforo, utilizzate nei
saggi tossicologici, e cio altera I’assorbanza o la fluorescenza di queste (Choin and
Wang, 2011). Inoltre NPs a base di carbonio possono interferire con le classiche analisi
citotossiche come ’MTT, infatti queste interagendo con 1 sali di tetrazolio, riducono la
quantita libera di questi, causando risultati falsi negativi (Kroll et al., 2009).

Pertanto alla luce di quanto esposto ne consegue che la valutazione della tossicita delle
NPs in campo biomedico richiede 1’utilizzo contemporaneo di piu saggi tossicologici per
uno stesso tipo di NPs o ancor meglio richiede lo sviluppo di strategie di “screening” di
tossicita piu sensibili e predittive, atte ad accertare il potenziale rischio legato
all’impiego delle NPs, evitando risultati tossicologici inesatti e furvianti.

Attualmente pochi sono gli studi riguardanti la tossicita di NPs biomediche su sistemi
biologici piu sensibili, quali le cellule germinali sia maschili che femminili e lo sviluppo
embrionale. Studi preliminari effettuati su spermatozoi umani, di bufalo e di ratto hanno
dimostratato effetti tossici dose dipendenti (Taylor et al, 2012, Moretti et al, 2013; Pawar
and Kaul, 2012; Gromadzka-Ostrowska et al, 2012). In particolare in spermatozoi
umani, NPs di oro e di argento hanno un effetto dose dipendente sulla motilita e sulla

vitalita(Moretti et al, 2013). Tale effetto sulla vitalita ¢ stato anche riscontrato in
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spermatozoi di bufalo trattati con NPs di biossido di titanio, dove oltre alla vitalita viene
anche inficiata I’integrita della membrana e la frammentazione del DNA. Indicando
quindi che le NPs non compromettono solo la funzionalitd ma causano anche la
frammentazione del DNA spermatico(Pawar and Kaul, 2012). Studi condotti in vivo in
ratti hanno dimostrato che la somministrazione intravenosa di NPs di argento comporta
un decremento della quantitd di spermatozoi epididimali taglia, dose e tempo
dipendente, oltre ad indurre frammentazione del Dna(Gromadzka-Ostrowska et al, 2012)
L’unico dato circa la tossicita delle NPs sui gameti femminili deriva da uno studio di Xu
et al (2012), condotto nei topi, secondo cui quantum dots coniugati a trasferrina hanno
effetti tossici sullo sviluppo follicolare e sulla maturazione ovocitaria, provocando un
ritardo nella formazione dell’antro e una diminuzione della quantita di ovociti con il
primo globulo polare.

Solo negli ultimi anni si sta focalizzando D’attenzione sull’utilizzo dello sviluppo
embrionale come saggio per la valutazione della tossicita delle NPs prima della loro
applicazione in campo biomedico. E’ infatti noto che lo sviluppo embrionale pre-
impianto ¢ molto sensibile a diversi fattori ambientali, sia in vivo, come I’alimentazione
materna, che in vitro,come la coltura embrionale (Fleming et al., 2004; Sinclair and
Singh, 2007; Thompson et al., 2007; Watkins et al., 2008). Tali fattori ambientali sono
in grado provocare effetti sullo sviluppo embrionale sia a breve termine che a lungo
termine, influenzando cosi sia lo sviluppo embrionale precoce che quello tardivo e
addirittura postnatale. Tra gli effetti a breve termine vi sono cambiamenti
dell’espressione genica, stress metabolico, apoptosi, modificazioni epigenetiche ed
alterazione dei pathways di signalling intracellulare; mentre tra gli effetti a lungo
termine si annoverano riduzione della capacita d’impianto, alterazioni della crescita e
dello sviluppo fetale ma anche della crescita postnatale ed aumentando la
predisposizione a malattie nell’adulto (Fleming et al, 2004).

I pochi studi sullo sviluppo embrionale riguardano gli embrioni di zebrafish e di topo.
Per quanto riguarda zebrafish, esperimenti condotti da Lee et al, (2012) hanno
dimostrato effetti tossici taglia e dose dipendente delle NPs di argento sullo sviluppo
embrionale. Mortalita e malformazioni morfologiche si riscontrano infatti alle dosi pit
elevate e all’utilizzo di NPs di dimensioni maggiori. Tali mortalita ed malformazioni
morfologiche dose dipendenti associate all’esposizione a NPs di argento sono state
rilevate in studi di Asharani et al (2011) , dove le NPs provocano anomalie cardiache,

difetti circolatori ed assenza o malformazioni agli occhi. Tali effetti non sono invece
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stati riscontrati in seguito all’esposizione di embrioni di zebrafish con NPs di oro
(Asharani et al, 2011). Alterazioni della schiusa,difetti cardiovascolari e alterazioni del
nuoto sono invece gli effetti negativi dovuti all’esposizione continua di embrioni di
zebrafish a quantum dots (Zhang et al, 2012). Anche le NPs biocompatibili come quelle
di chitosano sono responsabili di numerosi danni allo sviluppo embrionale: esse
provocano una riduzione del tasso di schiusa ed un incremento della mortalita dose
dipendente, oltre che malformazioni alla spina dorsale ed edema pericardico. Inoltre in
embrioni di zebrafish esposti a tali NPs si osserva un numero elevato di cellule morte,
un’ overespressione di specie reattive dell’ossigeno e della heat shock protein 70,
indicando quindi che tali NPs provocano uno stress fisiologico (Hu et al, 2011). Anche il
comportamento larvale sembra essere influenzato dall’esposizione alle NPs. Tale
comportamento persiste nell’adulto ed ¢ associato all’esposizione a NPs di oro coniugate
a differenti gruppi funzionali con differente carica (Truong et al, 2012)

Per quanto riguarda il topo, studi condotti in vitro su embrioni allo stadio di blastocisti
hanno dimostrato che 1’esposizione a NPs di argento induce un decremento del numero
totale di cellule ed un aumento della percentuale di cellule apoptotiche delle blastocisti.
Inoltre dopo aver trasferito in vivo le blastocisti trattate, si osserva una riduzione dei
tassi di impianto ed una diminuzione del peso fetale, indicando che il trattamento in vitro
con NPs altera lo sviluppo post-impianto (Li et al, 2010). Studi in vivo effettuati
esponendo femmine di topo gravide a NPs hanno dimostrato che esse sono in grado di
provocare malformazioni fetali, come difetti vascolari, e di indurre stress ossidativo.
Infatti un aumento delle specie reattive dell’ossigeno ¢ stato riscontrato sia nei feti
malformati che nella placenta di questi (Pietroiusti et al, 2011)

Alla luce di quanto appena esposto ¢ possibile dedurre quindi che lo sviluppo
embrionale rappresenta un sensibile e predittivo saggio di valutazione della tossicita

delle NPs, prima di un loro utilizzo in biomedicina.
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4.5 EFFETTI DELLE NANOPARTICELLE INGEGNERIZZATE
SULL’AMBIENTE

Oltre ad incidere negativamente sulla salute umana, le NPs ingegnerizzate possono avere
effetti tossici anche per 'ambiente. L’ambiente, infatti, puo essere esposto a NPs durante
tutti gli stadi del loro ciclo vitale, ad esempio durante la produzione, il trasporto e lo
stoccaggio , durante I’ utilizzo e lo smaltimento. A cio bisogna poi aggiungere che molte
NPs sono utilizzate per scopi ambientali, ad esempio per le bonifiche, per la costruzioni
di filtri per il trattamento dell’acqua e per inibire la crescita di alghe nei sistemi acquatici
(Biswas and Wu, 2005).

Nell’ambiente, le NPs possono essere rilasciate nell’aria, nell’acqua e nel suolo, ci0 fa si
che esse entrino 1 contatto con diversi organismi sia acquatici che terrestri. Molti studi
sperimentali mostrano che le NP ingegnerizzate disperse nell’ambiente possono avere
effetti tossici sugli organismi ambientali (Moore, 2006; Friedrichs and Sculte, 2006,
Navarro et al, 2008; Handy et al, 2008; Baun et al, 2008). In tal modo le NPs accumulate
nelle diverse specie animali e vegetali possono influenzare I’intera catena alimentare e
giungere cosi anche all’'uomo (Radhika Rajasree et al, 2010) Generalmente perd questi
studi sono stati effettuati in condizioni di laboratorio spinte, a concentrazioni di NPs
molto superiori a quelle effettivamente previste, in base alle produzioni attuali di NPs
dalle nanotecnologie. Motivo per cui, Boxall (2007) ritiene che il rischio ambientale
delle NPs ingegnerizzate in condizioni effettive, non di laboratorio, sia da ritenere
minimo. A tal proposito sono necessari ulteriori studi per valutate la tossicita delle NPs
alle effettive concentrazioni.

Dagli studi finora effettuati emerge che la tossicita ambientale delle NPs dipende da una
serie di fattori, quali la concentrazione, le caratteristiche chimico-fisiche, la tendenza a
formare aggregati, oppure ad interagire con composti organici naturali rilasciati da
piante, alghe e funghi (proteine, polisaccaridi, acidi nucleici) (Navarro et al, 2008).
L’interazione con questi composti comporta alterazioni delle proprieta superficiali delle
NPs, che a loro volta influenzano la tendenza a formare aggregati e la deposizione di
queste.

Anche I’ambiente ¢ perd in grado di influenzare le NPs, che in esso si disperdono.
Infatti, una volta immerse nell’ambiente, le NPs, mediante processi biologici, possono o
essere degradate oppure possono subire modificazioni delle loro caratteristiche chimico-

fisiche (EPA, www.epa.gov). Naturalmente la biodegradazione ¢ fortemente dipendente
89



dalle caratteristiche del materiale (Filley et al, 2005). Le modificazioni delle
caratteristiche delle NPs riguardano principalmente le NPs metalliche (rame, silicio,
zinco) che sono trasformate in ossidi, i quali possono essere molto piu tossici del

corrispondente metallo libero (EPA, www.epa.gov).

NPS NELL’ARIA

Il destino delle NPs nell’aria dipende da tre fattori: il tempo di persistenza delle NPs
nell’aria, I’interazione con altre particelle o0 molecole presenti in atmosfera e la distanza
che queste riescono a percorrere nell’aria (Aitken et al, 2009). I processi fondamentali da
considerare per le NPs disperse in atmosfera sono la diffusione, la tendenza a formare
agglomerati e la forza gravitazionale. Questi sono gli stessi processi che vengono
considerati per lo studio del particolato ultrafine (Wiesner et al, 2006).

Per quanto riguarda il tempo di persistenza delle NPs nell’aria, ¢ necessario considerare
che queste seguono le leggi della diffusione dei gas. La loro diffusione ¢ inversamente
proporzionale al diametro, cid comporta quindi che NPs con diametro minore hanno un
tempo di persistenza maggiore nell’atmosfera, al contrario invece NPs con diametro
maggiore tendono a sedimentare sotto la forza di gravita. La tendenza di NPs di piccole
dimensioni a formare aggregati di dimensioni maggiori puo facilitarne la sedimentazione
(Dennekamp et al,2002). La sedimentazione delle NPs fa si che esse si depositino nelle
acque ¢ sul suolo, cosa che comporta I’interazione con gli ecosistemi acquatici e
terrestri.

Le NPs ingegnerizzate rilasciate nell’aria possono inoltre interagire con particelle gia
presenti nell’aria (contaminanti ambientali), interazione che puod alterare la tossicita di

entrambe, incremetandola o diminuendola (Navarro et al, 2008).

NPS NELL'ACQUA

Diversi fattori determinano il destino delle NPs nell’acqua: la solubilita, la reattivita con
altre sostanze e I’interazione con alcuni processi biologici (EPA, www.epa.gov). Nelle
acque, le NPs possono o meno essere soggette a degradazione biotica o abiotica, che ne
consente I’eliminazione. I processi abiotici di degradazione delle NPs sono I'idrolisi e la
fotocatalisi (Colvin, 2003). La fotocatalisi riguarda le NPs che si trovano sul pelo

dell’acqua e che quindi sono esposte alla luce solare. Se da un lato questo processo
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consente di rimuovere alcuni tipi di NPs, dall’altro lato pud anche cambiare le proprieta
chimiche di altre NPs (Colvin, 2003). Al contrario di quanto appena esposto, alcune NPs
insolubili possono essere stabilizzate negli ambienti acquatici. Hoon et al (2007) ha
dimostrato che nanotubi di carbonio in presenza di composti organici naturali sono
stabili in acqua per un mese. La stessa cosa vale anche per i fullereni che in acqua sono
insolubili ma se formano aggregati possono permanere negli ambienti acquatici per
lunghi periodi (EPA, www.epa.gov). Anche i rivestimenti delle NPs (coatings) con
composti organici ed inorganici, come il citrato, la cisteina, il sodio-dodecilsolfato, che
influenzano la carica superficiale delle NPs, possono agire nella stabilizzazione delle
NPs in sospensioni acquose (Mafune et al, 2000).

Il trasporto invece delle NPs nell’acqua dipende dagli acidi umici, che possono
interagire con esse e trasportarle per lunghe distanze (Moore, 2006).

Allo stato attuale gli studi di tossicita delle NPs negli ambienti acquatici riguardano il
fitoplankton, le alghe e 1 pesci.

Per quanto riguarda il fitoplankton, le NPs inducono una inibizione dei tassi di crescita,
del fotosistema II e del contenuto di clorofilla a (Miao et al, 2007). Ci0 si ripercuote
sull’intera catena alimentare; in quanto il fitoplankton risulta alla base di questa catena e
si occupa di sintetizzare sostanze organiche a partire da sostanze inorganiche,
utilizzando la radiazione solare. Per 1 test ecotossicologici spesso viene utilizzato un
invertebrato,si tratta di un crostaceo planctonico, Daphnia magna, in quanto
particolarmente sensibile alle NPs. NPs a base di carbonio o di ossido di titanio alterano
il nuoto di questo crostaceo e ne inducono la morte. Questo effetto sulla vitalita & pero
influenzato dai metodi di preparazione delle NPs (Lovern and Klaper, 2006).
L’influenza dei metodi di preparazione delle NPs sulla riduzione della vitalita ¢ stata
anche riscontrata in molti invertebrati marini (Radhika Rajasree et al, 2010). Effetti sulla
capacita riproduttiva, sono stati riscontrati in seguito all’esposizione di Daphnia magna a
fullereni (Oberdorster et al, 2006)

Le NPs vengono internalizzate dalle alghe attraverso le pareti cellulari, che sono
semipermeabili, consentendo il passaggio solo di particelle di piccola taglia.
L’internalizzazione delle Nps nelle alghe comporta un aumento del peso di queste, che
induce le alghe a sedimentare, cosa che riduce notevolmente la disponibilita di luce per
effettuare la fotosintesi. Cio comporta dunque la riduzione della biomassa disponibile
per le specie acquatiche (Huang et al, 2005). Inoltre le NPs possono anche alterare la

crescita delle alghe (Hund-Rinke and Simon, 2006)
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L’assorbimento delle NPs dalle specie acquatiche avviene attraverso le branchie o
attraverso le superfici epiteliali esterne (Bevim et al, 2012). Una volta assorbite le Nps
sono in grado di distribuirsi nel sangue e da qui poi nel cervello, nel fegato e nei testicoli
(Kashiwada, 2006) A livello di questi organi, 1’internalizzazione cellulare delle NPs
avviene principalmente mediante endocitosi (Bevim et al, 2012). Il principale
meccanismo attraverso il quale si manifestano gli effetti tossici delle NPs sui pesci
sembra essere lo stress ossidativo. Cio ¢ stato dimostrato in zebrafish da Usenko et al
(2008); dal cui studio si € evinto che fullereni alterano 1’espressione di geni coinvolti
nella risposta allo stress. In aggiunta, cid induce un alterazione dei geni coinvolti nello
sviluppo, nel ciclo cellulare (inclusi quelli dell’apoptosi) e nella trasduzione del segnale.
Lo stress ossidativo ¢ inoltre la causa di danni al DNA in medaka (Chae et al, 2009) e di
perossidazione lipidica a livello cerebrale nella spigola (Oberdorster, 2004)
L’esposizione a NPs nell’acqua inoltre influisce lo sviluppo larvale di zebrafish,
diminuendo la schiusa e la sopravvivenza, causando danni tissutali ed edema
pericardico. Questi effetti dipendono dalla composizione delle NPs e sono correlati allo
stess ossidativo; infatti il trattamento con sostanze antiossidanti mitiga tali effetti (Zhu et
al, 2007 e 2008).

Oltre alla composizione anche la dose e la tendenza a formare aggregati possono inoltre
influenzare la nanotossicita. Nps di argento sono in grado di causare anomalie e
mortalita dose-dipendente in zebrafish (Lee et al, 2007) mentre aggregati di nanotubi
provocano una riduzione dei tassi di schiuse di questo pesce, correlata ad ipossia dovuta
al fatto che i1 nanotubi ostacolano 1'uptake di ossigeno (Cheng et al, 2007). La tossicita
dei nanotubi ¢ stata anche riscontrata nell’anfibio Xenopus Laevis, in quanto essi

bloccano il tratto respiratorio ed intestinale (Mouchet et al, 2008).

NPS NEL SUOLO

Il comportamento delle NPs nel suolo ¢ altamente variabile e dipende dalle loro
caratteristiche chimico-fisiche. Alcune NPs possono interagire con particelle del suolo e
diventare completamente inerti ed immobili (EPA, www.epa.gov), altre invece che non
hanno interagito con le componenti del suolo possono penetrare facilmente in esso,
grazie alla loro taglia ridotta, attraverso i pori ed interagire con le radici delle piante e

con le ifee funginee. Anche le caratteristiche del suolo come ad esempio i pori, la
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composizione e le differenze di cariche elettriche, possono influenzare la mobilita delle
NPs e la tendenza a formare aggregati negli ambienti terrestri.

Cosi come negli ambienti marini, anche nel suolo, le NPs piu esposte in superficie
possono essere soggette a fenomeni di fotocatalisi (Colvin, 2003)

Gli studi riguardanti gli effetti ecotossicologici delle NPs ingegnerizzate sono effettuati
su batteri, funghi, piante e lombrichi. Ancora non sono disponibili dati riguardanti la
tossicita delle NPs sugli animali terrestri, il cui assorbimento dovrebbe avvenire
principalmente attraverso I’inalazione e 1’ingestione.

Le NPs mostrano un’azione antifunginea e antibatterica, cid0 non solo altera
notevolmente la simbiosi che coinvolge funghi, batteri e piante ma incide anche sul
ruolo protettivo dei funghi nei confronti delle piante contro i fitopatogeni e lo stress
ossidativo (Navarro et al, 2008). Gli effetti avversi delle NPs nei confronti dei funghi e
dei batteri, oltre a ripercuotersi sulle piante, si ripercuotono anche sugli animali, in
quanto funghi e batteri rappresentano gli alimenti di molti animali terrestri (Navarro et
al, 2008). NPs, come 1 quantum dots, non provocano la morte dei batteri bensi si
accumulano in essi, cosa che ne comporta il trasferimento attraverso la catena alimentare
(Navarro et al, 2008).

L’assorbimento delle NPs da parte delle piante puo riguardare sia le radici (Li net al,
2008; Hischemdller et al, 2009) che le foglie (Smitha et al,2012), questo perché le
piante sono esposte sia alle NPs presenti nel suolo che a quelle presenti nell’aria.
L’assorbimento dalle radici avviene attraverso le pareti cellulari, che sono permeabili
solo a NPs di piccole dimensioni. Diverse NPs, come i nanotubi e quelle di alluminio,
inibiscono la crescita delle radici (Canas et al, 2008; Yang et al, 2005).
L’internalizzazione delle NPs nelle cellule della radice comporta I’interazione di queste
con diversi organelli cellulari (reticolo endoplasmatico e Golgi) e ’alterazione di vari
processi metabolici, dovuta alla produzione di specie reattive dell’ossigeno (Navarro et
al, 2008).

L’assorbimento delle NPs dalle foglie dipende dall’area fogliare ed avviene attraverso
gli stomi. L’accumulo di NPs nei tessuti stomali altera gli scambi gassosi, provocando
un riscaldamento fogliare (Smitha et al,2012; Da Silva et al, 2006). Inoltre la
deposizione delle NPs a livello fogliare riduce la capacita delle foglie di captare la luce
solare e quindi di effettuare la fotosintesi.

Gli studi nanotossicologici delle NPs nei lombrichi riguardano Eisenia veneta e

Caenorhabditis elegans. L’ingestione di nanotubi in Eisenia veneta provoca effetti sulla
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sua capacita riproduttiva. Questi effetti sono stati riscontrati anche in Caenorhabditis
elegans, utilizzando diversi tipi di NPs, le quali sono in grado anche di influenzare la
crescita di questo nematode (Wang et al, 2009). Gli effetti sulla capacita riproduttiva nel
caso di NPs di alluminio sono da attribuire allo stress ossidativo (Roh et al, 2009).

L’alterazione della riproduzione di questi nematodi, che giocano un ruolo chiave nella
catena trofica, puo in tal modo rappresentare un rischio da evitare in quanto comporta un

sbilancio ecologico (Scott-Fordsmand et al, 2008).
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NANOTECNOLOGIA ED ETICA
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5.1 IMPLICAZIONI ETICHE DELLA NANOTECNOLOGIA

Lo sviluppo crescente della nanotecnologia e le sue notevoli applicazioni nei settori pit
disparati, a partire da quello elettronico, alimentare, cosmetico, dell’abbigliamento fino
ad arrivare a quello biomedico, hanno suscitato negli ultimi anni notevoli questioni
etiche. Tali implicazioni etiche sono da attribuire al fatto che alcuni materiali a base di
NPs sono prodotti in massa e gia disponibili in commercio, basti pensare ai cosmetici,
alle creme solari, ai disinfettanti, e, nel campo biomedico, alle valvole cardiache, agli
impianti e alle protesi dentarie (Sudarenkov, 2012; Spagnolo and Daloiso, 2009).

Il principale problema etico dell’utilizzo delle NPs riguarda il rapporto rischi- benefici.
E’ infatti noto che se da un lato le proprieta dei nanomateriali risultano essere
estremamente promettenti per 1 numerosi benefici, ad esempio nel caso della
nanomedicina la diagnosi e la terapia di varie malattie, dall’altro lato essi non sono
esenti dai rischi, che riguardano sia la salute umana che I’ambiente, e che allo stato
attuale non sono del tutto conosciuti (Sudarenkov, 2012, Aala et al, 2008, Berger, 2008).
Proprio per questo motivo € necessario valutare 1 rischi che 1 nanomateriali comportano
per la salute dei produttori, dei consumatori, dei pazienti e per I’ambiente ed ottenere
cosi un giusto equilibrio tra benefici e rischi. I1 diritto alla salute umana e il rispetto per
I’ambiente devono essere le priorita fondamentali nell’ambito nanotecnologico. Cio
prevede dunque di agire in base al principio di precauzione, il quale consente uno
sviluppo sostenibile, etico e sicuro della nanotecnologia, evitando di arrecare danni a
persone, animali e piante. Questo ¢ quanto previsto dal codice di condotta della
Commissione Europea per la ricerca responsabile nell’ambito della nanoscienza e della
nanotecnologia (Commissione delle Comunita Europee, 2008). II principio di
precauzione consente quindi di prevederne gli impatti sulla salute e sull’ambiente e di
prendere le dovute precauzioni affinche tali effetti avversi non si manifestino.
L’obiettivo prioritario di questo codice di condotta ¢ proprio quello di favorire i benefici
ambientali e sociali.

Il codice di condotta prevede che le attivita di ricerca nel campo delle nanoscienze e
delle nanotecnologie, favorendo il benessere della societa e dell’ambiente e limitandone
i rischi, debbano essere comprensibili al pubblico e debbano essere svolte con 1 migliori
standard scientifici possibili, includendo le buone pratiche di laboratorio; e che la
governance di queste attivita debba essere guidata dai principi di apertura a tutte le parti

in causa (finanziatori della ricerca, ricercatori, soggetti ed organizzazioni che si
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interessano o partecipano alla ricerca), di trasparenza e di rispetto del diritto legittimo di
accesso all’informazione. Infatti essa dovrebbe consentire la partecipazione ai processi
decisionali di tutte le parti in causa che partecipano o hanno un interesse nelle attivita di
ricerca nel campo delle nanoscienze ¢ delle nanotecnologie (Commissione delle
Comunita Europee, 2008).

Altro principio previsto dal codice di condotta della Commissione Europea ¢ quello della
responsabilita, secondo cui i ricercatori e gli enti di ricerca debbano essere responsabili
degli eventuali impatti ambientali, sociali ed umani delle loro ricerche(Commissione
delle Comunita Europee, 2008).

Per uno sviluppo responsabile della nanotecnologia non sono solo necessari la
comunicazione e il dibattito tra le diverse parti coinvolte nell’attivita di ricerca, ma ¢
anche necessario divulgare 1 risultati ottenuti da queste ricerche al pubblico, fornendo
informazioni ad esempio ai consumatori oppure, nel caso della nanomedicina, ai
pazienti. L’informazione ai consumatori pud essere fornita attraverso un’adeguata
etichettatura dei prodotti in commercio. Tale etichettatura consente al consumatore di
essere a conoscenza della presenza di NPs nel prodotto. Dal momento che non sono
ancora del tutto noti i rischi per la salute, I’etichettatura non solo rende il consumatore
consapevole della composizione del prodotto, che quindi puo scegliere di acquistarlo e/o
utilizzarlo, ma sottrae da qualunque responsabilita il produttore. L’etichettatura in tal
modo mette in pratica il principio di precauzione, cosicche solo il consumatore risulta
responsabile di un eventuale danno indotto dal nanomateriale (Sudarenkov, 2012).
Attualmente I’etichettatura riguarda principalmente i prodotti alimentari e cosmetici
(Commissione Europea, 2012; FDA, ww.fda.gov)

La nanotecnologia, nel campo biomedico, pone un grande questione bioetica che ¢
quello del consenso informato. Tramite questo consenso, ¢ possibile fornire
I’informazione al paziente sui benefici ed i rischi in seguito all’utilizzo delle NPs per una
diagnosi o per una terapia. In tal modo il paziente ¢ consapevole degli eventuali rischi
che potrebbe incorrere in caso di trattamento con prodotti a base di NPs. Il consenso
informato come nel caso dell’etichettatura sottrae da ogni responsabilita il medico. Allo
stato attuale pero, non ¢ facile richiedere o fornire il consenso informato a causa delle
enormi lacune che vi sono circa 1 rischi connessi all’applicazione biomedica delle NPs
(Sudarenkov, 2012).

Il progresso nanotecnologico nei paesi ricchi e sviluppati pone un grande problema etico

che ¢ quello della nano-poverta. La continua espansione della nanotecnologia potrebbe
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accentuare il divario tra paesi ricchi e sviluppati e quelli poveri ed in via di sviluppo. In
tal modo 1 benefici della nanotecnologia potrebbero riguardare solo 1 paesi
industrializzati emarginando ulteriormente quelli sottosviluppati. Molti ritengono pero
che investimenti nel campo della nanotecnologia nei paesi poco sviluppati potrebbero
ridurre questo divario ed essere economicamente vantaggiosi (Aala et al, 2008, Comitato
Nazionale per la Bioetica, 2006).

Molte sono poi le questione bioetiche che scaturiscono dalle applicazioni biomediche
delle NPs (Resnik DB and Tinkle SS, 2007). In particolare le implicazioni etiche sono
diverse a seconda se si tratta di nanomedicina diagnostica (tecniche di bioimaging) o
nanomedicina terapeutica (gene therapy, drug delivry, ingegneria tissutale) (Bawa and
Summer, 2007).

La nanomedicina diagnostica se da un lato offre numerosi vantaggi perché individua
mediante tecniche di bioimaging alterazioni cellulari, come una mutazione genetica,
dall’altro lato induce a rivedere e riconsiderare il significato di malattia. Molte sono le
domande infatti che pone la medicina diagnostica, come ad esempio: la presenza in una
cellula di una mutazione genetica, conosciuta essere responsabile di una malattia, puo
essere una diagnosi o ¢ un semplice fattore di rischio? Quante cellule devono presentare
tale mutazione per diagnosticare una malattia? A tali domande ¢ difficile dare una
risposta, al punto che nessuno sa come definire, diagnosticare o individuare una malattia,
basandosi sull’utilizzo di un sistema estremamente sensibile come quello delle NPs. La
malattia potrebbe essere individuata in questo modo, ma ¢ importante non dimenticare
che le tecnologie diagnostiche richiedono di rivedere il significato di malattia (Bawa and
Summer, 2007).

Lo sviluppo della nanomedicina diagnostica potrebbe portare in futuro alla creazione di
dispositivi (chip) in grado di monitorare e collezionare una grande quantita di dati del
paziente riguardanti le attivita cellulari e gli eventi biochimici all’interno di organi,
tessuti o singole cellule (lab on a chip technology). Questa grande quantita di
informazioni potrebbe essere trasmessa ad un sistema medico elettronico in grado di
registrarla. In tal modo se da un lato sara possibile un continuo controllo della salute del
paziente, dall’altro lato ci sara il problema della gestione di questa grande quantita di
informazioni e della riservatezza di queste, in modo tale da non violare la privacy del
paziente (Comitato Nazionale per la Bioetica, 2006, Visciano, 2011). Molti sostengono
inoltre che I'utilizzo di questi chip in futuro potrebbe piu che riguardare le applicazioni

biomediche, servire per monitorare ogni momento della vita umana. Si tratta di uno
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scenario avveniristico ma tecnologicamente possibile (Comitato Nazionale per la
Bioetica, 2006).

La nanomedicina terapeutica pone un grande problema etico che ¢ quello di utilizzare le
NPs, ad esempio nel drug delivery, nella gene therapy e nell’ingegneria tissutale, non per
curare una malattia ma semplicemente per un miglioramento illecito delle prestazioni del
corpo. La medicina terapeutica quindi deve essere usata esclusivamente per migliorare
la qualita di vita del paziente e non per un miglioramento non terapeutico degli esseri
umani(Bawa and Summer, 2007; Visciano, 2011).

Un problema etico riguardante 1’ingegneria tissutale ¢ quello dell’origine delle cellule da
coltivare sul nanomateriale usato come scaffold per la rigenerazione e/ riparazione di
tessuti danneggiati. Le cellule potrebbero essere prelevate da un tessuto donatore ed in
tal caso ¢ necessario il consenso informato oppure potrebbero essere di origine
embrionale e cid0 prevederebbe la distruzione degli embrioni (Spagnolo and Daloiso,
2009).

Da quanto appena esposto ne consegue la necessita di protocolli standard di valutazione
del rischio, che potrebbero essere messi in atto dopo aver effettuato una completa
caratterizzazione delle proprieta chimico-fisiche delle NPs, e di regolamentazioni
internazionali sulla progettazione, sull’utilizzo e in particolare sulla valutazione
tossicologica di tali NPs. Queste regolamentazioni dovrebbero tener conto degli aspetti
etici e sociali delle nanotecnologie e dovrebbero stabilire se 0 meno queste tecnologie
innovative possano rappresentare un bene per esseri umani e per |’ambiente,
riducendone al minimo 1 rischi. In questo modo la regolamentazione potra assicurare uno
sviluppo nanotecnologico responsabile, che tenga conto sia dei benefici che dei rischi.
Per mettere in pratica cio sarebbe dunque necessario un approccio proattivo alla gestione
del rischio, una eventuale revisione delle legislazioni esistenti e la cooperazione e il
coordinamento tra i vari organismi pubblici, industria e ricerca a livello internazionale.
Tutto cid va completato con una informazione ed un dialogo con il pubblico corretti ed
affidabili, che rassicurino e prevengano I’insorgere di pregiudizi.

Allo stato attuale non esiste una regolamentazione internazionale per la nanotecnologia.
A tal riguardo diversi paesi stanno applicando, revisionando ed implementando le attuali
regolamentazioni. Ad esempio nella “Communication on the Second Regulatory Review
on Nanomaterials” del 3 ottobre 2012, la Commissione Europea afferma che per
regolamentare 1 nanomateriali ed i rischi ad essi associati relativi alla salute, alla

sicurezza e all’ambiente, possono essere utilizzati gli attuali decreti legislativi
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riguardanti i prodotti chimici, la protezione dei lavoratori e la tutela dell’ambiente. In tal
modo i rischi connessi all’utilizzo dei nanomateriali possono ritenersi affrontati
nell'ambito del quadro normativo europeo vigente. Pero oltre ad un’applicazione corretta
della normativa esistente, sono necessarie anche revisioni e modifiche che ne consentono
di estenderne [I’applicazione ai nanomateriali. Al fine di elaborare, modificare e
soprattutto applicare in maniera efficace la legislazione, secondo la Commissione
Europea occorre migliorare la base delle conoscenze scientifiche, soprattutto per quanto
riguarda la valutazione dei rischi, che dovrebbe essere effettuata caso per caso

(Commissione Europea, 2012).
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Negli ultimi anni la comunita scientifica ha mostrato particolare interesse per le
nanotecnologie. Si tratta di un insieme di tecnologie, tecniche e processi che, basandosi
sulla manipolazione della materia su scala atomica e molecolare, prevedono la creazione
e utilizzazione di materiali, dispositivi e sistemi con dimensioni di livello nanometrico, i
cosi detti nanoprodotti (Royal Society & The Royal Academy of Engineering, 2004).
Questi sono costituiti da particelle di dimensioni comprese tra 1 ¢ 100nm, definite con il
nome di nanoparticelle (NPs) (American Society for Testing and Materials, 2006). Le
prospettive rivoluzionarie associate alla nanotecnologie derivano dal fatto che, a queste
dimensioni ridotte, comportamenti e caratteristiche della materia cambiano
drasticamente rispetto a dimensioni maggiori, in tal modo le nanotecnologie
rappresentano un modo radicalmente nuovo di produzione di materiali, strutture e
dispositivi con proprieta e funzionalita notevolmente migliorate o del tutto nuove
(National Nanotechnology Initiative , 2006). Proprio per questi motivi, le applicazioni
delle nanotecnologie sono potenzialmente infinite e rivolte praticamente a tutti 1 settori
produttivi. Cio fa si che esse possano contribuire in maniera decisiva alla promozione di
uno sviluppo sostenibile. In tal modo, le nanotecnologie rappresentano 1 principali
promotori del progresso tecnologico del XXI secolo, in grado di influenzare tutti 1 settori
produttivi e la stessa vita quotidiana. Infatti, numerosi sono i prodotti derivanti da queste
tecnologie innovative, alcuni gia disponibili sul mercato, altri in procinto di esserlo. Il
loro numero ¢ in costante crescita ed ¢ stato stimato che finora sono stati realizzati 1628
prodotti nanotecnologici impiegati nei settori piu disparati (The Project on Emerging
Nanotechnologies Consumer Products Inventory, 2013). Tra i settori produttivi in cui
trovano impiego le NPs si possono annoverare: il settore della salute e fitness,
elettrodomestico, automobilistico, elettronico ed informatico, alimentare ecc. (The
Project on Emerging Nanotechnologies Consumer Products Inventory, 2013). NPs ad
esempio possono essere impiegate per la realizzazione di cosmetici, creme solari,
abbigliamento sportivo, frigoriferi, lavatrici, vernici e catalizzatori per auto, hard-disk e
display per computer, attrezzi da cucina e contenitori per cibi e bevande ecc.. (The
Project on Emerging Nanotechnologies Consumer Products Inventory, 2013). Il settore
allo stato attuale piu sviluppato e che annovera ben 788 nanoprodotti ¢ quello della
salute e del fitness, nel quale rientrano anche i1 prodotti per la cura della salute (The
Project on Emerging Nanotechnologies Consumer Products Inventory, 2013). Tra
quest’ultimi si possono annoverare NPs utilizzabili nel drug delivery e nella gene

therapy rispettivamente per il trasporto selettivo, mediante targeting cellula-specifico, di
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farmaci e di oligonucleotidi (Yoo et al, 2000; Moghimi et al.,, 2001; Panyam and
Labhasetwar, 2012), NPs nell’ingegneria tissutale per la costruzione di scaffold ossia di
supporti tridimensionali utili per la rigenerazione di tessuti danneggiati (Ungaro et al,
2005; Orlova et al, 2011) ed infine NPs per la diagnostica, utilizzate come mezzi di
contrasto per migliorare tecniche di imaging, quali la risonanza magnetica nucleare
(Pozzi Mucelli, 2004). Cid ha permesso lo sviluppo di una medicina letteralmente
rivoluzionata, la cosi detta nanomedicina, che si basa sull’utilizzo di strumenti
diagnostici piu efficaci e sistemi di cura innovativi, che possono incrementare lo
sviluppo di terapie personalizzate. In tal modo le applicazione delle NPs in
nanomedicina hanno un impatto notevole non solo dal punto di vista economico ma
anche e soprattutto dal punto di vista sociale. L’ impiego delle NPs nel campo biomedico
¢ da attribuire alle ridotte dimensioni, che fanno si che esse possano interagire con le
entita biologiche. Infatti, la loro taglia nanometrica le consente di penetrare
profondamente nei tessuti attraverso 1 fini capillari, attraversare la fenestrazione presente
nel rivestimento endoteliale ed essere catturate efficientemente dalle cellule (Vinagradov
et al,, 2002). Naturalmente I’interazione e l’ingresso delle NPs nelle cellule e nei
compartimenti sub-cellulari dipende dalle loro proprieta specifiche, come la taglia, la
forma, la carica, proprieta che ¢ necessario controllare ¢ modificare opportunamente per
un loro impiego nelle applicazioni terapeutiche (Petros and De Simone, 2010).

Lo sviluppo esponenziale delle nanotecnologie nei settori piu disparati e le loro
molteplici applicazioni hanno aumentato pero 1 timori sui possibili rischi associati al loro
impiego. Cio ha portato allo sviluppo di una nuova disciplina che prende il nome di
nanotossicologia, il cui obiettivo ¢ la valutazione dei potenziali effetti tossici delle NPs
frutto della nanotecnologia, denominate anche ingegnerizzate o antropogeniche
intenzionali, per la salute umana e per ’ambiente (Donaldson et al, 2004; Lewinski et al,
2008). Al fine di elaborare strategie per la definizione del rischio per la salute e per
I’ambiente, diversi paesi hanno istituito comitati ed agenzie. Tra questi si possono
annoverare 1’ Environmental Protection Agency (USA), la “Food and Drug
Administration” (USA) e il “Scientific Committee on Emerging and Newly Identified
Health Risks” (SCENIHR- Europa) (_EPA 2007; FDA 2006, 2008; SCENIHR 2007,
2009). Ed ¢ proprio nell’ambito degli studi nanotossicologici che si ¢ inserita
quest’attivita di dottorato, la quale ha focalizzato la propria attenzione sugli aspetti

biologici e bioetici degli effetti delle NPs sulla salute umana e sull’ambiente.
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E’ infatti noto che le stesse innovative caratteristiche chimico-fisiche delle NPs (area
superficiale, reattivita superficiale, stato di aggregazione/agglomerazione, composizione,
carica superficiale, solubilita, forma e porositd), che rendono queste estremamente
vantaggiose per le applicazioni nanotecnologiche e che sono attribuibili alle loro ridotte
dimensioni (Maynard et al, 2011), possono essere causa di tossicita, comportando effetti
biologi unici e del tutto nuovi (Nel et al, 2006). Questo ¢ il motivo per cui risulta
inappropriata la valutazione del rischio dei materiali in forma di NPs basandosi sui dati
di tossicita riguardanti materiali con dimensioni maggiori. L orientamento prevalente ¢
dunque quello di considerare il materiale in forma di NPs come un materiale nuovo, cio
richiede quindi anche I’utilizzo di metodi di valutazione del rischio nuovi rispetto a
quelli tradizionali, utilizzati per la valutazione del rischio dei materiali di dimensioni
maggiori.

L’interesse della nanotossicologia nei confronti degli effetti negativi che le NPs
ingegnerizzate potrebbero avere sull’'uomo e sull’ambiente, scaturisce da precedenti
studi riguardanti la tossicita di NPs, principalmente di biossido di zinco e di azoto,
correlate all’inquinamento atmosferico. Si tratta di NPs che costituiscono il particolato
ultrafine, denominato anche particulate matter 0,1 (PM 0,1), per le dimensioni inferiori a
0,1um, e che sono sia di origine naturale, provenienti da esplosioni vulcaniche o da
incendi, che di origine antropogenica non intenzionale, provenienti da sorgenti di
combustione ad alta temperatura come inceneritori, fonderie, cementifici, gas di scarico
delle automobili, riscaldamento domestico e fumo di sigarette (Guzman et al, 2006).
Quest’ultime sono quelle maggiormente responsabili dell’inquinamento atmosferico
nelle aree urbane (Cyrys et al, 2003). Diversi studi hanno riportato una correlazione tra
gli elevati livelli di queste NPs nell’aria e patologie respiratoriec e cardiovascolari
(Dennekamp et al, 2002; Marconi et al, 2006). La principale via di esposizione di queste
NPs ¢ quella respiratoria. A livello respiratorio, esse inducono stress ossidativo e
reazioni inflammatorie in grado di provocare patologie quali bronchiti, asma, tracheiti e
addirittura cancro (Nel et al, 2006). Le altre vie di assorbimento delle NPs atmosferiche
sono quella cutanea, mediante contatto diretto (Holsapple et al, 2005; Ryman-
Rasmussen et al. 2007) e quella gastrointestinale, mediante ingestione di cibi o acqua
contaminati (Lomer et al. 2002). Una volta assorbite a livello respiratorio, cutaneo e
gastro-intestinale, le NPs atmosferiche possono giungere nella circolazione sistemica,
provocando ad esempio alterazioni della coagulazione (Oberdorster et al, 2005) a cui

seguono difetti di perfusione, episodi di ischemia e infarto del miocardio (Seaton et al,
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1995), che possono in alcuni casi provocare anche la morte (Pope et al, 2004); per poi
migrare successivamente in diversi organi e tessuti, come fegato, milza, sistema reticolo
endoteliale (Akerman et la, 2002) ed anche nel sistema nervoso centrale (Oberdorster et
al, 2005; Lockman et al, 2002), dove provocano processi flogistici, necrosi, apoptosi e
lesioni istologiche, spesso correlati allo stress ossidativo (Oberdorster et al, 2005;
Calderon- Garciduenas et al, 2002)

Secondo I’ EPA, gli effetti ecotossicologici delle NPs atmosferiche possono essere
suddivisi in due gruppi: effetti sulla visibilita e sul clima/microclima ed effetti sugli
ecosistemi (www.epa.gov). Gli effetti sulla visibilita sono da attribuire al fatto che le
NPs riflettono la luce solare, cid ha come conseguenza un decremento della visibilita,
che si osserva maggiormente nelle aree abitative ed industriali (Huang et al, 2009;
Chang, 2009). L’effetto climatico ¢ da attribuire al fatto che la riflessione della luce da
parte delle NPs provoca un raffreddamento della superficie terrestre e dal fatto che
queste favoriscono la formazione di nuvole, in quanto fungono da nuclei di
condensazione. Il particolato ha effetti anche sul microclima urbano: infatti, nei centri
urbani I’inquinamento dell’aria contribuisce all’effetto “isola di calore”, inibendo la
perdita di radiazioni ad onde lunghe durante la notte, facendo si che le citta siano piu
calde. La capacita delle NPs di favorire la formazione delle nubi non solo incrementa le
precipitazioni ma anche 1’acidificazione delle piogge, correlata all’emissione di solfati e
nitrati. Le piogge acide hanno un impatto ambientale notevole, in quanto acidificano
laghi e torrenti, modificano l'equilibrio dei nutrienti nelle acque costiere e nei bacini
fluviali, incrementano la crescita di alghe, riducono i nutrienti nel suolo, inducono il
rilascio di sostanze tossiche dal letto dei corsi d’acqua e dal suolo, ad esempio
I’alluminio, provocano danni alle foreste e alle coltivazioni agricole. Cio, se da un lato,
si ripercuote sulla biodiversita degli ecosistemi sia acquatici che terrestri (Lovett et al,
2009), in quanto provoca alterazioni del peso, riduzione del numero e in alcuni casi
estinzione delle specie ittiche (Jenkins et al, 2007), danni alle foglie, che possono
comportare anche 1’inibizione della fotosintesi, o danni alle radici, come inibizione della
formazione di peli radicali o deformazione delle radici stesse (Yin et al, 2011); dall’altro
lato si riflette sull’intera catena alimentare e quindi anche sulla salute umana: prodotti
animali e vegetali contaminati da NPs atmosferiche rappresentano un pericolo per la
salute dell’'uomo. E’ necessario inoltre sottolineare che 1’entita ambientale dipende dalla
concentrazione cosi come dalla composizione chimico-fisica delle NPs atmosferiche

(Dietz and Herth, 2011).
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Per quanto riguarda la salute umana, gli studi nanotossicologici delle NPs ingegnerizzate
sono centrati a valutarne gli effetti sulla salute sia dei produttori che dei consumatori. La
valutazione di questi effetti piu che basarsi su studi epidemiologici, i quali mostrano
diverse difficolta nello stimare 1’esposizione dei soggetti a rischio, si basa su studi
effettuati in vitro o in vivo, su animali quali il topo. In particolar modo, essi si basano
principalmente sulla valutazione dei rischi di nanomateriali gia presenti o che saranno a
breve immessi in commercio, quali nanotubi a parete singola o multipla, fullereni, NPs
metalliche e quantum dot. Cosi come le NPs costituenti il particolato atmosferico, le vie
di esposizione delle NPs ingegnerizzate sono tre: respiratoria, cutanea e
gastrointestinale, e tra queste la maggiore via di esposizione ¢ rappresentata da quella
respiratoria, che riguarda principalmente 1 produttori nei processi di fabbricazione. A
livello respiratorio, I’assorbimento delle NPs dipende dal fattore dimensionale di queste,
in base al quale si depositano nelle diverse regioni polmonari (tracheobronchiale, extra-
toracica ed alveolare). Studi condotti in vivo dimostrano come, a livello respiratorio, le
NPs siano in grado di provocare 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 induzione di un significativo stress
ossidativo (Shvedova et al; 2008; Muller et al, 2005). Studi condotti in vitro su cellule
polmonari dimostrato che le NPs sono in grado di provocare diminuzione della vitalita e
proliferazione cellulare, nonché un incremento dello stress ossidativo (Shvedova et al
2007). Tale stress ossidativo ¢ associato ad un’alterazione della catena mitocondriale
respiratoria (Asharani et al, 2009), e sembra essere responsabile del meccanismo
apoptotico (Park et al, 2008). La citotossicita evidenziata delle NPs a livello respiratorio
¢ correlata alle caratteristiche chimico-fisiche delle NPs, come lo stato di aggregazione
(Kobayashi et al, 2009), il grado di solubilizzazione e la carica superficiale (Sayes et al,
2004), oltre che alla dose e al tempo (Sayes et al, 2006).

L’assorbimento cutaneo delle NPs ingegnerizzate riguarda sia i produttori, che
manipolano NPs durante i processi di fabbricazione, sia i consumatori, durante 1’utilizzo
di prodotti in commercio contenenti NPs. Poiché la cute rappresenta una barriera
difficilmente superabile, dovuta all’impermeabilita dello stato superficiale di questa
(epidermide), la penetrazione delle NPs a livello cutaneo ¢ facilitata da lacerazioni
presenti nella pelle danneggiata (Larese et al, 2009) oppure in seguito all’utilizzo di
detergenti irritanti e sostanze chimiche. Anche se uno studio condotto da Rouse et al.

(2007) ha dimostrato che le NPs sono in grado di penetrare nella cute intatta, in seguito a
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movimenti di flessione. Finora I’effetto delle NPs a livello cutaneo sembra essere
circoscritto solo all’epidermide, in quanto non vi sono ancora prove sperimentali che
dimostrano che le NPs ingegnerizzate possano oltrepassare I’epidermide e raggiungere il
derma sottostante. Molte sono le evidenze per diversi tipi di NPs circa I’effetto di tipo
irritativo-infiammatorio (Kishore et al, 2009; Monteiro-Riviere et al., 2005; Witzmann
and Monteiro-Riviere et al., 2006). Ad esempio, il contatto cutaneo giornaliero con
nanotubi di carbonio ¢ in grado di indurre flogosi cutanea caratterizzata da rash a carico
del dorso delle mani, degli spazi interdigitali e del volto, nonché¢ fenomeni di
ipercheratosi, attribuiti all’attivazione della risposta infiammatoria e allo stress
ossidativo (Chou et al, 2002). Tale risposta inflammatoria dose-dipendente associata allo
stress ossidativo, ad alterazioni morfologiche ed una riduzione della vitalita, ¢ stata
riscontrata anche in studi in vitro in cheratinociti (Shevedova et al, 2003; Zhang et al,
2007). Questi effetti dipendono pero dal grado di funzionalizzazione della NP (Sayes et
al;2006a). Effetti simili in cheratinociti e fibroblasti sono stati riscontrati anche per NPs
di argento, utilizzate nel settore dell’abbigliamento (Paddle-Ledinek et al, 2006).
Attualmente la maggior parte delle informazioni disponibili circa la tossicita cutanea
delle NPs deriva dall’industria farmaceutica e riguarda le NPs di ossido di zinco e di
biossido di titanio, usate per la formulazione di prodotti cosmetici come creme solari,
detergenti e shampoo. In vitro esse mostrano effetti citotossici ed infiammatori (Sayes et
al, 2006b; Yuan et al, 2010), associati a stress ossidativo e a danni al DNA (Uchino et al,
2002; Hidaka et al, 2006). Questi effetti non sono stati riscontrati dal gruppo di Dufour
(2006). Sulla base di questi dati discordanti, un gruppo di ricercatori della L’Oreal
(Nohynek et al., 2009) ha analizzato il rischio legato all’uso di NPs di ossido di zinco e
biossido di titanio negli schermi per raggi ultravioletti UV, concludendo che le evidenze
scientifiche suggeriscono come le NPs utilizzate oggi nelle formulazioni cosmetiche e
negli schermi solari non presentino rischi per la cute o per la salute, mentre svolgono
azione protettiva contro gli effetti negativi della radiazione UV, compreso il cancro.

L’assorbimento gastrointestinale delle NPs ingegnerizzate pud avvenire mediante
deglutizione del muco che incorpora e ripulisce le NPs depositate lungo il tratto
respiratorio, nonché mediante assunzione di cibi ed acqua contaminati, o grazie all’uso
di dentifrici e prodotti farmaceutici, ed infine, nel caso dei produttori, anche per contatto
con mani e superfici contaminate (Lomer et al, 2002; Tiede et al, 2008). Per quanto
riguarda I’assunzione delle NPs attraverso il cibo essa ¢ connessa non solo al fatto che le

NPs vengono impiegate ad esempio nell’industria alimentare per la fabbricazione di
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contenitori e prodotti d’imballaggio, ma anche al fatto che le NPs ingegnerizzate sono
disperse nell’ambiente, in tal modo captate dai diversi organismi animali e vegetali
entrano nella catena alimentare, costituendo dei contaminanti involontari degli alimenti
(Boxall et al, 2007). Attualmente pochi sono gli studi riguardanti le NPs assorbite a
livello gastroenterico, che riguardano principalmente animali da laboratorio, come i ratti.
Gli studi condotti sui ratti hanno dimostrato che le NPs possono essere assorbite
attraverso le placche di Peyer del piccolo intestino (Gullberg et al, 2006) ma si suppone
anche che le NPs possano essere assorbite dagli enterociti intestinali (Hillyer and
Albrecht, 2001; Des Rieux et al, 2006). Tale assorbimento ¢ influenzato dalle
caratteristiche, quali carica e dimensione delle NPs (Jani et al, 1990; Florence, 1997;
Hussain et al, 2001; Gaumet et al, 2009).

Dopo essere state assorbite a livello respiratorio, cutaneo e gastro-intestinale, le NPs
ingegnerizzate possono giungere nel sangue per poi migrare in diversi organi ed
apparati, 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 presenti in letteratura
ha preso in considerazione la tossicita sul sistema nervoso, cardiovascolare ed
immunitario.

Le NPs, assorbite principalmente attraverso la via inalatoria, hanno la capacita di
raggiungere il sistema nervoso centrale mediante il trasporto trans-sinaptico, attraverso
le terminazioni nervose della mucosa nasale (nervo olfattivo e nervo trigemino) e
tracheobronchiale (afferenze del nervo vago), ¢ mediante captazione attraverso la
barriera ematoencefalica, che avviene principalmente quando questa ¢ danneggiata in
caso di ipertensione o di encefalomielite. (Lai et al., 2000; Borm et al., 2006). Studi
condotti in vivo hanno dimostrato che le NPs trasportate mediante il nervo olfattivo sono
in grado di indurre stress ossidativo, che provoca perossidazione lipidica (Oberdorster et
al, 2004), di attivare la risposta inflammatoria (Tin-Tin-Win-Shwe et al, 2006) e di
indurre il rilascio di neurotrasmettitori nel fluido extracellulare (Tin-Tin-Win-Shwe et al,
2008). Le NPs veicolate dal sangue invece sono in grado di alterare le proprieta delle
membrane delle cellule endoteliali e di distruggere le giunzioni occludenti (tight
junctions) della barriera ematoencefalica. Effetti che sono correlati all’induzione di
stress ossidativo (Chen et al, 2008) e che dipendono anche dalla composizione e dalle
cariche superficiali delle NPs (Chen et al, 2008; Lockman, 2004). Tale stress ossidativo
riscontrato sia in studi condotti in vivo che in vitro, ad esempio in cellule neuronali e

gliali, provoca notevoli effetti neurotossici quali: riduzione della vitalita, apoptosi,
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inflammazione, perdita di adesione e rallentamento della crescita cellulare, alterazioni
delle membrane, incremento dei lisosomi e dilatazione del reticolo endoplasmatico
ruvido (Li et al, 2009 ; Long et al, 2007; Au et al, 2007, Ma et al, 2010, Shimizu et al,
2009, Wang et al 2009). Tali effetti oltre a dipendere dal tipo di NP, dipendono anche
dalle linee cellulari analizzate (Au et al, 2007; Lai et al, 2008).

Gli effetti riconosciuti delle NPs ingegnerizzate sul sistema cardiovascolare sono due:
diretto ed indiretto. Nell’effetto diretto il danno cardiovascolare ¢ attribuito alla capacita
delle NPs di interagire direttamente con cellule, quali quelle endoteliali e le piastrine, e
con proteine della coagulazione; mentre Deffetto indiretto ¢ da attribuire alla
biopersistenza delle NPs a livello polmonare, cosa che induce un processo inflammatorio
cronico locale con rilascio di fattori infiammatori, che a loro volta causano
un’inflammazione sistemica. La maggior parte degli studi nanotossicologici circa questi
effetti ¢ riferita ai nanotubi di carbonio, mediante i quali € stato possibile concludere che
le NPs inducono ipercoagulabilita (Radomski et al, 2005), formazione di placche
aterosclerotiche (Li et al, 2007), inflammazione sistemica (Salvador-Morales et al, 2006;
Erdely et al, 2009), disfunzione/danno endoteliale (incluso il danno ossidativo) (Erdely
et al, 2009; Li et al, 2007) ed alterazioni dell’attivita cardiaca, come la frequenza
cardiaca e la pressione arteriosa, regolate dal sistema nervoso autonomo (Legramante et
al, 2009). La formazione di placche aterosclerotiche non ¢ da sottovalutare in quanto
nell’uomo ¢ ormai certo che eventi ischemici, quali infarto del miocardio ed ictus, si
determinano nel contesto di una malattia aterosclerotica, che puo portare alla formazione
di trombi, che causano occlusione dei vasi arteriosi. Inoltre non sono neanche da
sottovalutare le alterazioni dell’attivita cardiaca che sono responsabili di morte
improvvise, nonché di recidive di infarto e di aritmie.

I dati relativi agli effetti immunologici indotti dalle NPs ingegnerizzate sono molto
scarsi e riguardano principalmente studi in vivo. Due sono i meccanismi attraverso i
quali le NPs possono indurre danni al sistema immunitario. Il primo meccanismo
prevede che le NPs, una volta raggiunta la circolazione sistemica, interagiscano con le
proteine circolanti o esposte sulla superficie cellulare, determinando 1’esposizione di
residui amminoacidici normalmente non esposti (epitopi) con la possibilita di una
risposta autoimmunitaria (Labarre et al., 2005). Il secondo meccanismo invece prevede
che le NPs interferiscano con 1 processi di opsonizzazione, responsabili
dell’eliminazione di sostanza estranee al corpo, come microrganismi (Moghim and Patel,

1998). Tra i danni riscontrati a livello immunitario si possono annoverare alterazioni
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della risposta immunitaria cellulo-mediata ad opera dei linfociti T (Mitchell et al, 2007)
e della risposta immunitaria innata ad opera dei macrofagi (Shvedova et al; 2008), ciod
rende dunque Il’organismo incapace di combattere le infezioni. Il grado di
funzionalizzazione delle NPs sembra essere responsabile degli effetti sul sistema
immunitario (Dumortier et al, 2006).

Oltre ad incidere negativamente sulla salute umana, le NPs ingegnerizzate possono avere
effetti tossici anche per 'ambiente. L’ambiente, infatti, puod essere esposto a NPs durante
tutti gli stadi del loro ciclo vitale, ad esempio durante la produzione, il trasporto e lo
stoccaggio, durante 1’ utilizzo e lo smaltimento. A ci0 bisogna poi aggiungere che molte
NPs sono utilizzate per scopi ambientali, ad esempio per le bonifiche, per la costruzione
di filtri per il trattamento dell’acqua e per inibire la crescita di alghe nei sistemi acquatici
(Biswas and Wu, 2005). Nell’ambiente, le NPs possono essere rilasciate nell’aria,
nell’acqua e nel suolo, ci0 fa si che esse entrino in contatto con diversi organismi,
provocando notevoli danni sia alle specie acquatiche che terrestri (Moore, 2006;
Friedrichs and Sculte, 2006, Navarro et al, 2008; Handy et al, 2008; Baun et al, 2008). In
tal modo le NPs accumulate nelle diverse specie animali e vegetali possono influenzare
I’intera catena alimentare e giungere cosi anche all’'uomo (Radhika Rajasree et al, 2010).
Dagli studi finora effettuati emerge che la tossicita ambientale delle NPs dipende da una
serie di fattori, quali la concentrazione, le caratteristiche chimico-fisiche, la tendenza a
formare aggregati, oppure ad interagire con composti organici naturali rilasciati da
piante, alghe e funghi (proteine, polisaccaridi, acidi nucleici) (Navarro et al, 2008).

Allo stato attuale gli studi di tossicita delle NPs negli ambienti acquatici riguardano il
fitoplancton, le alghe e i pesci, in particolare due noti modelli, zebrafish e medaka. Per
quanto riguarda il fitoplancton, le NPs inducono una inibizione dei tassi di crescita, del
fotosistema II e del contenuto di clorofilla A (Miao et al, 2007). Cid si ripercuote
sull’intera catena alimentare; in quanto il fitoplancton risulta alla base di questa catena e
si occupa di sintetizzare sostanze organiche a partire da sostanze inorganiche,
utilizzando la radiazione solare. Le NPs ingegnerizzate provocano alterazioni della
crescita (Hund-Rinke and Simon, 2006) ed aumento del peso delle alghe, che ne induce
la sedimentazione con conseguente riduzione dell’attivita fotosintetica (Huang et al,
2005). Gli studi tossicologici condotti in zebrafish e medaka dimostrano che le NPs sono
in grado di indurre stress ossidativo, che a sua volta provoca alterazioni dei geni
coinvolti nello sviluppo, nel ciclo cellulare (inclusi quelli dell’apoptosi), nella

trasduzione del segnale, (Usenko et al, 2008) e danni al DNA (Chae et al, 2009). Inoltre
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in zebrafish lo stress ossidativo influisce sullo sviluppo larvale, diminuendo i tassi di
schiusa e di sopravvivenza, causando danni tissutali ed edema pericardico. Tutti questi
effetti dipendono dalla composizione delle NPs (Zhu et al, 2007 e 2008), dalla dose e
dalla tendenza a formare aggregati (Lee et al, 2007; Cheng et al, 2007)

Gli studi riguardanti gli effetti ecotossicologici delle NPs ingegnerizzate negli ambienti
terrestri sono effettuati su batteri, funghi, piante e lombrichi, come Eisenia veneta e
Caenorhabditis elegans. Ancora non sono disponibili dati riguardanti la tossicita delle
NPs sugli animali terrestri, il cui assorbimento dovrebbe avvenire principalmente
attraverso 1’inalazione e 1’ingestione. Le NPs mostrano un’azione antifunginea e
antibatterica, ci0 non solo altera notevolmente la simbiosi che coinvolge funghi, batteri e
piante ma incide anche sul ruolo protettivo dei funghi nei confronti delle piante contro 1
fitopatogeni e lo stress ossidativo (Navarro et al, 2008). Gli effetti avversi delle NPs nei
confronti dei funghi e dei batteri, oltre a ripercuotersi sulle piante, si ripercuotono anche
sugli animali, in quanto funghi e batteri rappresentano gli alimenti di molti animali
terrestri (Navarro et al, 2008). L’accumulo inoltre di NPs nei batteri ne comporta il
trasferimento attraverso la catena alimentare (Navarro et al, 2008).

Per quanto riguarda le piante, le NPs inibiscono la crescita delle radici (Canas et al,
2008; Yang et al, 2005), riducono la capacita delle foglie di captare la luce solare e
quindi di effettuare la fotosintesi ed alterano gli scambi gassosi, provocando un
riscaldamento fogliare (Smitha et al, 2012; Da Silva et al, 2006).

Le NPs ingegnerizzate inoltre provocano nei lombrichi alterazioni della crescita e della
capacita riproduttiva (Wang et al, 2009). Le alterazioni della capacita riproduttiva sono
da attribuire allo stress ossidativo (Roh et al, 2009) e dal momento che questi giocano un
ruolo chiave nella catena trofica, rappresentano un rischio da evitare in quanto
comportano un sbilancio ecologico (Scott-Fordsmand et al, 2008).

Dal momento che NPs impiegate nei settori piu disparati provocano effetti tossici sulla
salute dei produttori e dei consumatori, negli ultimi anni la nanotossicologia sta
focalizzando la sua attenzione anche sulla potenziale tossicita di NPs impiegate nelle
applicazioni biomediche sulla salute umana. In tal modo la valutazione della tossicita di
queste NPs ne puo garantire la sicurezza prima della loro applicazione in campo
biomedico, sia in campo diagnostico che terapeutico (El-Ansary and Al-Daihan, 2009;
Chaloupka et al, 2010; Markides et al, 2012; Wahajuddin and Arora, 2012).
Attualmente, 1 dati presenti in letteratura circa gli effetti di queste NPs sono controversi,

tale discrepanza ¢ da ricondurre alla differenti dosi utilizzate, alle diverse caratteristiche
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chimico fisiche delle NPs impiegate, ai differenti sistemi biologici e alle differenti
condizioni sperimentali usate (Choi and Wang, 2011; Markides et al, 2012). In tal modo,
delineare un preciso profilo tossicologico delle NPs risulta alquanto difficile. La maggior
parte dei dati circa la tossicita delle NPs biomediche deriva da linee cellulari somatiche,
sia normali che tumorali (Asare et al, 2012; Mironava et al, 2013, Yang et al, 2013).

In generale, da studi effettuati su cellule somatiche si evince che le NPs utilizzate in
nanomedicina inducono: aumento (Wahajuddin and Arora, 2012) o riduzione della
proliferazione cellulare (Sun et al, 2013, Ahamed et al,2013, Asare et al, 2012),
riduzione della vitalita cellulare (Ahamed et al,2013), aumento della risposta
infiammatoria (Wahajuddin and Arora, 2012), apoptosi (Sun et al, 2013, Ahamed et
al,2013, Asare et al, 2012; Kanagesan et al, 2103;Meena et al, 2012), danni al DNA
(Wahajuddin and Arora, 2012; Ahamed et al,2013; Yang et al, 2013), necrosi (Asare et
al, 2012), cambiamenti nella morfologia cellulare (Hussain et al, 2005; Mironava et al,
2013), rimodellamento del citoscheletro (Apopa et al, 2009; Wahajuddin and Arora,
2012) o distruzione di questo (Pisanic et al, 2007) ed infine riduzione dei contatti
intracellulari (Pisanic et al, 2007). Alla base di questi effetti tossici sembra esserci un
meccanismo comune che riguarda I’interazione delle NPs con 1 mitocondri, a cui segue
un’induzione di stress ossidativo. (Hsin et al, 2008; Apopa et al, 2009; Kim et al, 2011;
Meena et al, 2012; Wahajuddin and Arora, 2012 Ahamed et al,2013). Le specie reattive
dell’ossigeno, cosi prodotte, sono in grado di interagire con diverse molecole biologiche,
quali proteine, enzimi, lipidi ed acidi nucleici, provocando notevoli danni cellulari (Kim
et al, 2011; Khaing Oo et al, 2012).

Ad oggi, pochi sono gli studi riguardanti la tossicita di NPs biomediche su sistemi
biologici piu sensibili, quali le cellule germinali maschili e femminili e lo sviluppo
embrionale. Studi preliminari effettuati su spermatozoi umani, di bufalo e di ratto hanno
dimostrato effetti tossici dose dipendenti (Taylor et al, 2012, Moretti et al, 2013; Pawar
and Kaul, 2012; Gromadzka-Ostrowska et al, 2012). In particolare in spermatozoi
umani, NPs di oro e di argento hanno un effetto dose dipendente sulla motilita e sulla
vitalita (Moretti et al, 2013). Oltre alla vitalita, il trattamento con NPs puo influire anche
sulla frammentazione del DNA spermatico, come riscontrato in spermatozoi di bufalo
trattati con NPs di biossido di titanio (Pawar and Kaul, 2012).

L’unico dato riguardo la nanotossicita sui gameti femminili deriva da uno studio di Xu

et al (2012), condotto nei topi, secondo cui quantum dots coniugati a trasferrina
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influenzano lo sviluppo follicolare e la maturazione ovocitaria, provocando un ritardo
nella formazione dell’antro e una diminuzione della quantita di ovociti maturi.

Solo negli ultimi anni, alcuni gruppi di ricerca stanno focalizzando 1’attenzione
sull’utilizzo dello sviluppo embrionale come saggio per la valutazione della tossicita
delle NPs, prima della loro applicazione in campo biomedico. E’ infatti risaputo che lo
sviluppo embrionale pre-impianto nei mammiferi ¢ molto sensibile a diversi fattori
ambientali, sia in vivo, come 1’alimentazione materna, che in vitro, come la coltura
embrionale (Fleming et al., 2004; Sinclair and Singh, 2007; Thompson et al., 2007,
Watkins et al,, 2008). Tali fattori sono in grado provocare effetti sullo sviluppo
embrionale sia a breve termine (cambiamenti dell’espressione genica, stress metabolico,
apoptosi, modificazioni epigenetiche ed alterazione dei pathways di signalling
intracellulare) che a lungo termine (riduzione della capacita d’impianto, alterazioni della
crescita e dello sviluppo fetale ma anche della crescita postnatale ed aumento della
predisposizione a malattie nell’adulto), influenzando cosi sia lo sviluppo embrionale
precoce che quello tardivo e addirittura la vita postnatale (Fleming et al, 2004).

I pochi studi sullo sviluppo embrionale riguardano gli embrioni di zebrafish e di topo.
Lo sviluppo embrionale di zebrafish in seguito ad esposizione a diverse NPs (NPs di
argento, oro, quantum dots, chitosano) risulta alterato. Si osserva infatti un incremento
dei tassi di mortalita e di malformazioni morfologiche (Lee et al, 2012; Asharani et al,
2011; Hu et al, 2011), un ritardo nella schiusa (Hu et al, 2011; Zhang et al, 2012),
alterazioni del nuoto (Zhang et al, 2012) e del comportamento larvale (Truong et al,
2012). Studi condotti su embrioni di topo hanno dimostrato che 1’esposizione di
femmine gravide a NPs ¢ in grado di provocare malformazioni fetali e di indurre stress
ossidativo (Pietroiusti et al, 2011). Mentre da studi condotti in vitro, esponendo
embrioni allo stadio di blastocisti a NPs di argento, ¢ emerso che le NPs causano una
riduzione del numero totale di cellule ed un incremento della percentuale di cellule
apoptotiche delle blastocisti. Tale trattamento in vitro ¢ in grado inoltre di alterare lo
sviluppo post-impianto, provocando una riduzione dei tassi di impianto ed una
diminuzione del peso fetale (Li et al, 2010).

Proprio per la carenza di dati circa la tossicita delle NPs biomediche relativa ai gameti e
agli embrioni, il gruppo di ricerca presso il quale ho svolto quest’attivita di dottorato ha
focalizzato la sua attenzione negli ultimi anni sulla valutazione della tossicita in vitro di
tre differenti NPs sugli spermatozoi e sullo sviluppo embrionale nel modello animale

bovino. La scelta di questo modello animale ¢ da attribuire alla facile reperibilita, alla
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grande disponibilita di materiale biologico e all’elevato grado di omologia con il
meccanismo riproduttivo umano. Le NPs utilizzate sono state quelle di polistirene da
44nm coniugate a fluoresceina isotiocianato (NPs-PS), di silicio da 20nm (NPs-Si0O;) e
di acido polilatticocoglicolico e polietilen glicole (in rapporto 1:1) da 65nm coniugate a
rodamina (NPs-PLGA/PEG).

Le NPs-PS non sono né biocompatibili né biodegradabili e sono largamente impiegate
come particelle “pioniere” in studi in vitro (Geiser et al., 2005; Papageorgiou et al.,
2007) e in vivo (Nemmar et al., 2002; Yacobi et al, 2008), a causa della bassa
immunogenicita ed alla possibilita di modificarne taglia e superficie in un ampio
“range”(Zauner et al., 2001; Win et al., 2005; Menei et al., 1994). Le NPs-SiO, sono
utilizzate per il trasporto di farmaci o di geni, grazie alla loro elevata biocompatibilita,
bassa elettro-attivita in mezzo acquoso e alla possibilita di modificarne facilmente la
superficie (Coti et al.,2009; Vinu et al.,, 2005). Le NPs-PLGA/PEG sono invece
biocompatibili e biodegradabili e sono un ottimo sistema di trasporto di geni, di farmaci
o di agenti di contrasto (Duncan, 2006; Lammers et al., 2010; Grund, 2011).

Le concentrazioni utilizzate per testare la tossicita di queste tre differenti NPs sono state
ricavate da studi presenti in letteratura e sono state 10 e 100ug/ml per le NPs-PS e le
NPs-Si0; e 10 e 50pg/ml per le NPs-PLGA/PEG. Prima di valutarne la tossicita, tali
NPs sono state caratterizzate mediante “dinamic light scattering”, che ha permesso di
analizzarne il potenziale zeta e la taglia.

In particolare le NPs testate sono state incubate con gli spermatozoi fino a 5 ore, mentre
gli embrioni, ottenuti dalla fecondazione di ovociti bovini maturati in vitro con seme
bovino opportunamente preparato, sono stati incubati in mezzo di coltura con NPs dal
giorno 1 al giorno 8 di sviluppo embrionale.

Per la valutazione dei potenziali effetti tossici delle NPs sugli spermatozoi sono stati
presi in considerazione la motilita totale e progressiva, 1 parametri cinetici, quali velocita
lineare, curvilinea e media, mediante I’ausilio del sistema computerizzato di analisi
d’immagine SCA (Sperm Class Analizer), e la vitalita, mediante Eosin test, colorazione
capace di evidenziare in rosso gli spermatozoi non vitali. Per quanto riguarda lo sviluppo
embrionale sono state valutate le percentuali di segmentazione e di embrioni allo stadio
di otto cellule, al giorno 3 di sviluppo embrionale, e di blastocisti, al giorno 8 di sviluppo
embrionale. Inoltre ¢ stata valutata anche la qualita delle blastocisti in termini di numero

medio di cellule e percentuale di nuclei con DNA frammentato, rispettivamente
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mediante colorazione con hoechst 33342, un’intercalante del DNA che consente di
colorare in blu i nuclei di cellule vive e morte, e saggio Tunel.

Per verificare se gli eventuali effetti sugli spermatozoi e sugli embrioni, fossero
realmente da attribuire alla tossicita delle NPs e non al mezzo nel quale queste sono
disciolte, sono stati effettuati dei campioni controllo: si tratta di spermatozoi ed embrioni
cimentati con i surfattanti, alle medesime concentrazioni presenti nei campioni trattati
con le NPs. Nel caso di NPs-SiO; e di NPs-PLGA/PEG il surfattante ¢ I’acqua, mentre
nel caso di NP-PS la composizione del surfattante non ¢ nota in quanto protetta da
brevetto ed ¢ quindi stato ricavato effettuando una ultrafiltrazione delle NPs.

I risultati ottenuti hanno mostrato un effetto citotossico dose-dipendente delle diverse
NPs sulla motilita totale e progressiva degli spermatozoi, a partire da 2, 3 e 4 ore
rispettivamente per NPs-SiO,, NP-PS e NPs-PLGA/PEG. A ci0 si ¢ aggiunta una
riduzione significativa dose dipendente dei parametri cinetici, solo in seguito
all’incubazione con NPs-S10, e NPs-PLGA/PEG. Anche la vitalita risultava influenzata
dalla maggiore concentrazione di NPs, essa siriduceva di 1,5 volte per le NP-PS e per le
NPs-Si0; e di 1,2 volte per le NPs-PLGA/PEG. Inoltre le analisi al microscopio ad
epifluorescenza, mediante colorazione delle sospensioni spermatiche con hoechst 33258,
colorante di cellule non vitali, hanno permesso di stabilire che le NP-PS sono
internalizzate solo negli spermatozoi non vitali, mentre le = NPs-PLGA/PEG si
localizzano solo negli spermatozoi vitali a livello del tratto intermedio. I risultati
riguardo I’effetto dose-dipendente delle NPs sulla motilita e sulla vitalita spermatica nel
modello animale bovino sono in accordo con studi precedenti su spermatozoi murini ed
umani incubati rispettivamente con NPs di biossido di titanio (Guo et al., 2009) e NPs di
argento ¢ d’oro (Moretti et al., 2013). L’effetto sulla vitalita ¢ inoltre in accordo con lo
studio di Pawar and Kaul (2012), condotto su spermatozoi di bufalo. Dati contrastanti si
evincono invece da studi condotti da Ben-David Makhluf (2006) in spermatozoi bovini,
dove non si osserva alcuna riduzione significativa della motilita spermatica, dopo
incubazione con NPs magnetiche.

Per quanto riguarda gli embrioni bovini, 1 risultati ottenuti mostrano che il trattamento
con entrambe le concentrazioni di NP-PS, di NPs-SiO; ¢ di NPs-PLGA/PEG non altera
le percentuali di segmentazione al giorno 3 di sviluppo embrionale, che risultano simili
agli embrioni controllo. Solo il trattamento con la piu alta concentrazione di NPs
influenza invece le percentuali di embrioni allo stadio di otto cellule ed allo stadio di

blastocisti, rispettivamente al giorno 3 e al giorno 8. Tale trattamento non danneggia
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pero la qualita delle blastocisti né in termini di numero medio di cellule né di percentuali
di nuclei con DNA frammentato. Inoltre le analisi a livello di microscopia laser
confocale hanno mostrato una localizzazione citoplasmatica delle NPs-PS e delle NPs-
PLGA/PEG fino al giorno 8 di sviluppo embrionale. In particolare le NPs-PS sono
localizzate nel citoplasma in maniera diffusa mentre le NPs-PLGA/PEG sono
localizzate, in maniera aggregata, in vescicole e in vacuoli citoplasmatici, come si evince
anche dalle analisi ultrastrutturali da noi condotte ed in accordo con gli studi di Panyam
(2002).

In generale, 1 dati sullo sviluppo embrionale mostrano un effetto embriotossico dose
dipendente di tutte le NPs testate solo sulle percentuali di embrioni ad otto cellule e di
blastocisti. L’effetto tossico riscontrato ¢ in accordo con studi condotti su embrioni di
topo o di zebrafish esposti a NPs-PS o a NPs-SiO, (Fynewever et al, 2007; Nelson et al,
2010; Duan et al, 2013). Il motivo per cui il trattamento con NP-PS, NPs-SiO, e NPs-
PLGA/PEG non influenza la qualita delle blastocisti potrebbe essere attribuito al fatto
che l’effetto tossico delle NPs si manifesta solo sugli embrioni che hanno di partenza
basse potenzialita di sviluppo. Cio ¢ in disaccordo con quanto riportato da Li (2010),
secondo cui il trattamento in vitro di embrioni di topo allo stadio di blastocisti con NPs
di argento influisce sulla qualitd embrionale, in quanto induce un decremento del
numero totale di cellule ed un aumento della percentuale di cellule apoptotiche delle
blastocisti.

In tal modo lo sviluppo embrionale nel modello animale bovino rappresenta un sensibile
e predittivo saggio di tossicita in vitro, che consente di monitorare eventuali effetti
tossici delle NPs nel tempo, fino ad 8 giorni di coltura, superando le limitazioni legate al
saggio di tossicita a breve termine rappresentato dalle colture in vitro di cellule
somatiche. Cio0 fa si che il raggiungimento dello stadio di blastocisti in vitro rappresenti
un eccellente test di funzionalita in vivo. Recenti studi hanno infatti riportato una buona
correlazione tra effetti tossici in vitro ed in vivo (Ghosh et al, 2012).

I benefici e i rischi, derivanti dalle applicazioni nanotecnologiche delle NPs nei settori
piu disparati, hanno fatto si che queste siano oggetto negli ultimi anni di numerose
questioni etiche.

Per quanto riguarda 1 benefici, il progresso nanotecnologico nei paesi ricchi e sviluppati
pone un grande problema etico che ¢ quello della nano-poverta. L’ espansione continua

della nanotecnologia potrebbe accentuare il divario tra paesi ricchi e sviluppati e quelli
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poveri ed in via di sviluppo. In tal modo i benefici della nanotecnologia potrebbero
riguardare solo i paesi industrializzati, emarginando ulteriormente quelli sottosviluppati.
Molti pero ritengono che investimenti nel campo della nanotecnologia nei paesi
sottosviluppati potrebbero ridurre questo divario ed essere vantaggiosi dal punto di vista
economico (Aala et al, 2008, Comitato Nazionale per la Bioetica, 2006).

A causa dei rischi che possono comportare sia per la salute umana che per I’ambiente,
molti dei quali allo stato attuale non sono del tutto conosciuti, le NPs hanno suscitato un
rilevante problema etico che riguarda il rapporto rischi-benefici del loro impiego
(Sudarenkov, 2012, Aala et al, 2008, Berger, 2008). Per assicurare uno sviluppo
responsabile delle nanotecnologie, i rischi devono essere limitati in modo da far
prevalere i benefici. Le priorita fondamentali nell’ambito nanotecnologico devono essere
il diritto alla salute umana e il rispetto per I’ambiente. Cio prevede dunque di agire in
base al “principio di precauzione”, il quale consente uno sviluppo sostenibile, etico e
sicuro delle nanotecnologie, evitando di arrecare danni a persone, animali e piante.
Questo ¢ quanto previsto dal codice di condotta della Commissione Europea per la
ricerca responsabile nell’ambito della nanoscienza e delle nanotecnologie (Commissione
delle Comunita Europee, 2008). Il “principio di precauzione” consente quindi di
prevedere gli impatti delle nanotecnologie sulla salute e sull’ambiente e di prendere le
dovute precauzioni affinché non si manifestino effetti avversi. L’obiettivo prioritario di
questo codice di condotta ¢ dunque quello di favorire 1 benefici ambientali e sociali.

Il codice di condotta prevede che le attivita di ricerca nel campo delle nanoscienze e
delle nanotecnologie debbano essere svolte secondo i migliori standard scientifici
possibili, includendo le buone pratiche di laboratorio, e debbano prevedere un’attiva
comunicazione ¢ un acceso dibattito tra le diverse parti in esse coinvolte (Commissione
delle Comunita Europee, 2008). Un altro principio previsto dal codice di condotta della
Commissione Europea ¢ quello della responsabilita, secondo cui i ricercatori e gli enti di
ricerca debbano essere responsabili degli eventuali impatti ambientali, sociali ed umani
delle loro ricerche (Commissione delle Comunita Europee, 2008). Per uno sviluppo
responsabile della nanotecnologia, ¢ inoltre necessario, secondo il codice di condotta,
che 1 ricercatori e gli enti di ricerca divulghino 1 risultati ottenuti dalle loro ricerche al
pubblico, fornendo informazioni ai consumatori oppure, nel caso della nanomedicina, ai
pazienti. L’informazione ai consumatori pud essere fornita attraverso un’adeguata
etichettatura dei prodotti in commercio, etichettatura che consente al consumatore di

essere a conoscenza della presenza di NPs nel prodotto. Dal momento che non sono
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ancora del tutto noti i rischi per la salute, I’etichettatura non solo rende il consumatore
consapevole della composizione del prodotto, che quindi pud scegliere di acquistarlo e/o
utilizzarlo, ma sottrae da qualunque responsabilita il produttore. L’etichettatura in tal
modo mette in pratica il “principio di precauzione”, cosicché solo il consumatore risulta
responsabile di un eventuale danno indotto dal nanomateriale (Sudarenkov, 2012).
Attualmente 1’etichettatura riguarda principalmente i prodotti alimentari e cosmetici
(Commissione Europea, 2012; FDA, ww.fda.gov). La nanotecnologia, nel campo
biomedico, pone un grande questione bioetica che ¢ quella del consenso informato.
Tramite questo consenso, ¢ possibile fornire 1’informazione al paziente sui benefici ed 1
rischi in seguito all’utilizzo delle NPs per diagnosi o terapia. In tal modo il paziente ¢
consapevole degli eventuali rischi in cui potrebbe incorrere in caso di trattamento con
prodotti a base di NPs. Il consenso informato, come nel caso dell’etichettatura, sottrae da
ogni responsabilita il medico (Sudarenkov, 2012).

Vi sono poi altre questione bioetiche rilevanti che scaturiscono dalle applicazioni
biomediche delle NPs (Resnik and Tinkle, 2007).

La nanomedicina terapeutica pone un grande problema etico che ¢ quello di utilizzare le
NPs, ad esempio nel drug delivery, nella gene therapy e nell’ingegneria tissutale, non per
curare una malattia ma semplicemente per un miglioramento non terapeutico delle
prestazioni del corpo. Cio ¢ in contrasto con I’obiettivo primario di tale branca della
nanomedicina che ¢ quello di migliorare la qualita di vita del paziente e non di
comportare un miglioramento a fini non terapeutici degli esseri umani (Bawa and
Summer, 2007; Visciano, 2011).

Un problema etico riguardante I’ingegneria tissutale ¢ quello dell’origine delle cellule da
coltivare sul nanomateriale usato come scaffold per la rigenerazione e/o riparazione di
tessuti danneggiati. Le cellule potrebbero essere prelevate da un tessuto donatore ed in
tal caso ¢ necessario il consenso informato oppure potrebbero essere di origine
embrionale, cosa che comporterebbe la distruzione degli embrioni (Spagnolo and
Daloiso, 2009), suscitando cosi ulteriori questioni etiche.

Alla luce di quanto appena esposto, ne consegue la necessitd per le applicazioni
nanotecnologiche, seppur notevolmente vantaggiose in diversi settori, di protocolli
standard di valutazione del rischio, che potrebbero essere messi in atto dopo aver
realizzato una completa caratterizzazione delle proprieta chimico-fisiche delle NPs, che
dovrebbe essere effettuata analizzando caso per caso ogni singola NP. A tal proposito,

gli studi nanotossicologici sui gameti maschili ed ancor piu sullo sviluppo embrionale,
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secondo quanto emerge dai risultati ottenuti dal gruppo di ricerca presso il quale ho
svolto D'attivita di dottorato, sembrano rappresentare un ottimo test per la valutazione
tossicologica di NPs prima della loro applicazione in biomedicina. In tal modo,
protocolli standard di valutazione del rischio consentirebbero lo sviluppo di
regolamentazioni internazionali, allo stato attuale assenti, sulla progettazione,
sull’utilizzo e in particolare sulla valutazione tossicologica di tali NPs, che dovrebbero
tener conto degli aspetti etici e sociali delle nanotecnologie e dovrebbero stabilire se o
meno queste tecnologie innovative possano rappresentare un bene per esseri umani € per
I’ambiente, riducendone al minimo 1 rischi. In questo modo la regolamentazione potra
assicurare uno sviluppo nanotecnologico responsabile, che tenga conto sia dei benefici
che dei rischi. Per mettere in pratica cio sarebbe dunque necessario un approccio
proattivo alla gestione del rischio, una eventuale revisione delle legislazioni esistenti e la
cooperazione e il coordinamento tra 1 vari organismi pubblici, industria e ricerca a livello
internazionale. Tutto ci0 va complementato con una informazione ed un dialogo con il

pubblico corretti ed affidabili, che rassicurino e prevengano I’insorgere di pregiudizi.
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