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Nanoparticelle negli alimenti ed effetti sulla salumana

1. Introduzione

1.1. Definizione di nanoparticelle

Con il termine “nanoparticelle” (NP) si identificamanostrutture particolate, che possono avere
varia forma, ma che hanno almeno una dimensionka sekla “nano”, ossia inferiore a 100
nanometri (nm) (tabella 1). Le NP possono assurimgnea sferica oppure tubulare, filamentosa o
essere di forma irregolare, possono essere fordeteari materiali, e possono esistere allo stato
disperso o in forma fusa, aggregata e agglomerata.

Caratteristica comune delle NP é quella, a caufia ieo dimensioni, di possedere proprieta e
caratteristiche differenti da quelle della spedidnica parentale. Le NP hanno infatti superficie
esposta molto maggiore a parita di massa rispittat@sso materiale in forma di macropatrticella e
guesto aumenta in modo esponenziale la loro réattittimica e biologica.

Le NP possono avere origine naturale, ed esseddieoad esempio dai processi di combustione
naturali (vulcani, incendi spontanei) oppure averigine antropogenica (originano dal traffico
veicolare in particolare dai motori diesel, incetwet, industrie, riscaldamento domestico). Esiston
poi NP artificiali, o ingegnerizzate, ossia appasiénte prodotte dalle nanotecnologie a livello
industriale per svolgere scopi tecnologici a viaelli e in vari campi scientifici e industriali ¢a il
termine “nanotecnologie” si intende lo sviluppo,fébbricazione, la misurazione e lo studio di

materiali e di sistemi di dimensioni dell’ordinei den).

Tabella 1: dimensioni di alcune strutture atomiahelecolari, cellulari, viventi

Struttura Dimensioni

atomo: 0.1 nm (raggio covalente atomico dei metalli)
elica DNA: 1 nm

virus, piccole proteine: 10 nm

cromosoma, grosse proteine: {100 nm

batteri, eritrociti, cellule: 1000 nm (1um)

acari: 10.000 nm (1GQum)
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1.2 Nanotecnologie e NP artificiali

Le NP artificiali, 0 “ingegnerizzate” trovano git@almente impiego nella fabbricazione di prodotti
di largo consumo. Ad esempio NP di Bi®ono impiegate nelle vernici, mentre NP di ZnOie d
TiO, sono impiegate nella produzione di creme protetsiokari. Molte altre applicazioni sono in
fase di sviluppo, nella farmacologia (per la somstiazione mirata di farmaci , ‘targeted drug
delivery”), cosmetici, ricoperture autopulenti, lubrificamtdustriali, pneumatici speciali, bicchieri
autopulenti, semiconduttori, computer, industriettebnica e nelle procedure di decontaminazione
dell’ambiente inquinato.

Lo sviluppo delle nanotecnologie nell'industhegh-techrappresenta e rappresentera sempre di piu
un’altra e importante fonte di esposizione dell'watie NP. Nel 2005 negli USA sono state censite
1645 compagnie commerciali nel ramo delle nanotegn® con una produzione di nanomateriali
stimata nell’ordine delle migliaia di tonnellatef@ne con una tendenza esponenziale alla crescita
della produzione (Powell, 2006).

Le NP artificiali possono avere varie forme. Propatmente si distinguono nanopolveri, nanotubi e
fullereni. Nanopolveri di silice e di allumina trawo impiego negli abrasivi per la lucidatura e la
pulizia dei dischi rigidi dei PC, mentre nanopoldirossido di zinco o di biossido di titanio sono
disperse nelle creme protettive solari migliorafidwione schermante ai raggi UV. Le nanopolveri
a base di ossido di ferro o di biossido di titacamferiscono alle vernici ed alle tinture nelle lqua
vengono disperse miglior resistenza al graffio, giaxg facilita di pulizia e maggiore resistenza ai
solventi organici.

| fullereni sono delle gabbie sferiche formate daamrangiamento ordinato di strutture esagonali e
pentagonali di atomi di carbonio. La quantita dligmni presenti e la loro relativa proporzione
determinano le dimensioni e la forma del fullerériullereni maggiormente utilizzati, costituiti da
60 atomi di carbonio, hanno ad esempio forma sdf&ngh and Nalwa, 2007).

| nanotubi possono avere parete singola o multipleelli a parete singola possono essere descritti
come un tubo costituito da uno strato di carbonmmtalato su se stesso e racchiuso alle due
estremita da due calotte emisferiche. Il loro dimgeneralmente non supera i 10 nm e per lo piu
e al di sotto dei 2 nm. | nanotubi a parete mudtipbno costituiti da piu nanotubi a parete singola
concentrici. Nanotubi e fullereni trovano impiegmre nano-dispersori. Le potenzialita innovative
offerte da queste nanoparticelle sono ancora in geate ignote, essendo attualmente oggetto di
studio e di ricerca applicata. Attualmente sonoi@gati nell'industria cosmetica (creme protettive
solari), elettronica (transistor), metallurgicagfie e metalli leggeri e resistenti), automobilestic
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(additivi di vernici antigraffio e nelle mescoleigmeumatici) e negli attrezzi sportivi (nelle doie

per sci, nelle mazze da golf e nelle racchettdle da tennis).

L’avvento delle nanotecnologie e considerato daralta maggior innovazione ingegneristica dalla
rivoluzione industriale (Gwinn MR et al., 2006)ptoponenti di questa visione promettono nel
prossimo futuro di riformare ogni branca della tdogia, e di rendere disponibile un’infinita di
nuovi prodotti commerciali in grado di rivoluziomaogni aspetto della vita umana. Si stima che |l
mercato mondiale delle nanotecnologie possa raggnenun giro d’affari pari a 1 trilione di $
annui entro il 2015. In molti campi, ad esempio, nredicina le potenzialita delle NP sono
considerate infinite, ma questo presuppone anchauanmento dell’esposizione umana alle NP e
offre possibili scenari di rischio per la salutdl'demo (Editorial, Consumer Report, 2007). Lo
sviluppo esponenziale e l'utilizzo incontrollato lldenanotecnologie implica anche la teorica
possibilita che le NP possano diventare “I'asbestel’ 21° secolo, ossia sottendere rischi per la
salute umana che verranno identificati solo tamieate. E' quindi indispensabile che le NP
vengano considerate da entrambi i punti di vista,i wantaggi che possono produrre, ma anche per

i rischi che teoricamente possono comportare.

Punti Chiave 1.

Le NP sono particelle o strutture, di varia formaliediversa composizione, con dimensioni nella
scala nano (<100 nm) che in natura corrisponde alimensione di proteine e virus. Le NP si
distinguono in NP naturali (vulcani), NP antropogeme (motori diesel), e NP artificiali (prodotte
attraverso le nanotecnologie).

Mentre 'uomo e da lungo tempo esposto alle NP nadite antropogeniche, le NP artificiali sono
invece agenti nuovi, a cui 'uomo inizia ora aderesesposto e a cui sara probabilmente esposto in
misura sempre crescente nel prossimo futuro.

Se le nanotecnologie sono considerate un passoriame nello sviluppo scientifico e tecnologico,
sono anche viste come un nuovo potenziale perjppeftda salute umana, tuttora impossibile da
valutare a causa della mancanza di dati. Sono pgtdalmente in corso molti studi specifici, che si
prevede produrranno in pochi anni una massa dilt&u sufficiente ad una efficace attivita
regolatoria e a una politica normativa delle nanatelogie. Questi dati renderanno probabilmente
possibile anche una valutazione del rischio delReiditurali e antropogeniche, tuttora largamente

impossibile.
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2. NP e alimenti

Alcune delle “nanoparticelle” o “nanostrutture” clse ritrovano negli alimenti sono composti
endogeni molto comuni. Ad esempio le proteine ssmatture globulari di dimensioni dell'ordine
dei 10-100 nm , ossia vere e proprie NP (tabella d)ferritina € una proteina di circa 10 nm di
diametro costituita da un core di atomi di ferroapsulati in un rivestimento proteico. La maggior
parte dei polisaccaridi e dei lipidi sono polimimeari di spessore <1 nm, e quindi sono esempi di
nanostrutture mono-dimensionali. Nelle schiume eulsioni si formano nanostrutture
bidimensionali, di spessore mono-molecolare altvééll'interfaccia aria-acqua o olio-acqua. Oltre
a queste NP endogene a livello degli alimentitsovano anche NP esogene, che possono essere
classificate in intenzionali ed accidentali. Qualéenzionali sono NP artificiali, appositamente
prodotte per svolgere uno scopo tecnologico e pamssmomparire negli alimenti o perché
appositamente aggiunte per svolgere la particélanaone, oppure perché disperse nellambiente e
quindi rientrate come contaminanti indiretti deglimenti (nel considerare i rischi connessi alla
presenza di NP negli alimenti, occorre quindi cdesare anche questo utilizzo intenzionale delle
NP). Le NP accidentali si possono a loro voltaidgstere in contaminanti primari, presenti
nell'alimento primario (contaminano [lalimento inatara provenendo o dallambiente o
dall'atmosfera. Ad esempio le radici dei vegetdlicdi si nutrono uomini o animali da carne,
possono assorbire NP disperse nell'ambiente charentosi nella catena alimentare, mentre NP
metalliche di origine industriale possono depositascontaminare frutta e verdura) e in
contaminanti secondari, ossia NP aggiunte involarteente o accidentalmente all’alimento
durante la lavorazione (esempio NP metalliche aégidalla frammentazione delle lame di taglio o
di altre apparecchiature utilizzate nelle varie thgrocessazione).

Le NP sono per lo piu costituite da silicio, carlmoa metalli. In termini di valutazione del rischio
le maggiori preoccupazioni per la salute umanaveaa dalle NP composte da metalli. Queste
possono accedere all'organismo umano tramite latit@zione, ma la via respiratoria rimane la via
principale di esposizione per 'uomo e il particolatmosferico urbano rimane la fonte principale
di origine, mentre i pochi studi a disposizione trenso che la via cutanea non sembra contribuire
in maniera significativa all'esposizione. Questirihazione rimane perd presuntiva dato che non
esistono studi sufficienti a caratterizzare I'absoento di NP né per ingestione né attraverso la
cute (Warheit DB et al, 2007).

Negli UK é stato comunque calcolato imtake medio per via orale di NP di varia natura superior
a 102 NP/giorno per persona (M Lomer, 2002). Circd?10P/giorno sarebbero per i soli additivi
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alimentari. Secondo gli Autori, si tratta in geneate particelle (sia NP che microparticelle)
gastroresistenti che arrivano a livello intestinaleve possono essere assorbite. In base a quanto
visto studiando il destino ambientale delle NP ®@ache possibile che molte di queste, in fase di
dispersione liquida a livello enterico, agglomerindormazioni di dimensioni superiori, che riduce

le potenzialita di assorbimento da parte della rmadntestinale.

A livello del lume gastro-intestinale, oltre alldé°’Ningerite, si possono inoltre identificare anchie N
endogene, in forma di cristalli formati dalla py@tazione in loco di sali parzialmente solubili ad

esempio sali di Ca e P (idrossiapatite).

2.1 Nanotecnologie e alimenti

Le nanotecnologie hanno potenzialmente un grantesse a livello dell’industria alimentare.
Comprendere la natura delle nanostrutture negheaalii permette una miglior selezione degli
ingredienti e consente di migliorare la qualita dibi attraverso una processazione piu razionale.
Senza informazioni dettagliate selezione e lavorszidegli ingredienti sono empiriche. | metodi
microscopici sviluppati per studiare le nanostmgtucome gliatomic force microscopéAFM)
permettono invece di guardare a questi complesgmi. Un buon esempio delle possibilita delle
nanotecnologie in alimentazione e in come hanndiongio il modo di controllare la qualita di
schiume e emulsioni. La struttura di schiume e smnl si basa su bollicine di gas o goccioline di
grassi o oli in un medium liquido. Questo impliegoroduzione di una interfaccia aria-acqua o olio-
acqua, e le molecole presenti a questa interfalmtErmineranno la stabilita. Queste strutture hanno
lo spessore di una molecola e sono esempi di natise bidimensionali. In molti cibi la presenza
contemporanea di proteine e di surfattanti alllifatecia rappresenta una fonte di instabilita ch& pu
causare collasso delle schiume e emulsioni. Peteirsurfattanti tendono infatti a stabilizzare
l'interfaccia ma con meccanismi che sono mutuamémtempatibili. Lo studio mediante AFM
delle relazioni tra ingredienti, surfattantiretwork proteici € in grado di identificare strategie
specifiche per stabilizzare schiume ed emulsiogiiredimenti. L'utilizzo di ingredienti a livello
dimensionale delle NP puo permettere inoltre applani altrimenti impossibili. NP di carotenoidi
possono essere disperse in acqua permettendadosd laggiunta a bevande e succhi di frutta con
elevata biodisponibilita. Un licopene sintetico fiorma di NP prodotto dalla BASF €& stato
recentemente sottoposto a test tossicologici d#iaFDA ed é stato dichiarato GRA§eerally
recognized as safe(Sealy, 2006). Questo stato di “GRAS” implica cper la salute umana
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'assorbimento delle NP di questo licopene sintetié considerato alla stessa stregua
dell'assorbimento dei carotenoidi derivati da vegetaturali (IFST Information Statement, 2006).
Un altro possibile problema riguardo all'interazotra NP e cibo € la potenziale e involontaria
introduzione negli alimenti di NP provenienti daatucri e confezioni. L’esempio e dato dal FiO

Il TiO, € un colorante alimentare autorizzato (E 171) @worADI (Acceptable Daily Intakénon
specificato”. Questo significa che non esistonoiamg tossicologiche per regolamentare e
restringere da un punto di vista quantitativo ib sonpiego in alimentazione. La valutazione della
sicurezza di questo materiale si basa sul fattalché), viene considerato non assorbibile e quindi
non accumulabile nei tessuti di molte specie anjrtral cui 'uomo. A causa delle sue proprieta di
bianchezza e brillantezza e il suo elevato indicdfrdzione, il TiO, € ampiamente utilizzato nella
fabbricazione della carta e, a causa della susteegia alle radiazioni UV, nelle plastiche utiliteza
negli imballaggi alimentari. Il TiQé anche usato direttamente nei cibi ad esemple gklssature
dei prodotti dolciari, dove e usato per costituinea base bianca su cui poi aggiungere altri
componenti colorati, di cui ne aumentera la brikama, e anche come chiarificantdo(ding
agen) in miscele disidratate per bevande. Mentre il ;Ti® forma convenzionale (costituito da
microparticelle di 200 nm di diametro) € biancostesso materiale in forma di NP (10-100 nm) e
invece trasparente ma conserva la resistenza agliLtltilizzo di NP di TiO, ha portato allo
sviluppo di creme e lozioni solari trasparenti. uatlimente NP di Ti@ sono vendute da molte
compagnie che promuovono il loro utilizzo ancheinrballaggi e contenitori per alimenti. La
trasparenza delle NP permette il loro utilizzo cdiiier nei film trasparenti e nei contenitori di
plastica. Questi materiali sono considerdtotl approvetl sebbene gli studi di sicurezza siano
antecedenti alla formulazione di questo materialdliP e si riferiscano quindi al TiOn forma di
macro-particelle. E’ probabile che il TiOn forma di NP abbia maggior possibilita di peassr

tessuti e cellule e quindi di essere maggiormesgeraito rispetto al Tigin forma convenzionale.

2.2. Regolamentazione delle NP artificiali negimanti

Casi come il precedente, assieme alle previsionurdisempre piu ampio utilizzo delle NP

nell'industria alimentare hanno stimolato una dsstone sul se, per un materiale in forma di NP,
sia sufficiente estendere la valutazione del rsofifettuata con dati di tossicita ottenuti dal
materiale in formdulk. L’'orientamento prevalente € quello di consideiireateriale in forma di

NP come un materiale nuovo, e in caso se ne pravaddizzi alimentari, di considerarlo come un
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nuovo alimento che richiede quindi una nuova vaiotae completa di tipo tossicologico. In Europa
e NP rientreranno quindi nell’ambito della valutam REACH per i nuovi materiali, oppure in
guella dei Novel Food qualora utilizzate in ambito alimentare. Un prefla importante € quello
relativo ai metodi che verranno utilizzati per Eutazione di rischio delle NP. | metodi tradizibna
utilizzati per il risk assessment dei materiali gl alimenti in formabulk o di macroparticolato
non sembrano adeguati per lo studio delle NP. Mafienzie nazionali e internazionali hanno
quindi commissionato studi di valutazione, chiedenal commissioni e gruppi di esperti
I'elaborazione di strategie per la definizione dethio comportato dall’utilizzo industriale delNdP

sia in alimentazione che in altri ambiti industrighe possono portare alla contaminazione
ambientale (Tra le altre SCENIHR della Commissi&eopea, US EPA, UK DEFRA, Institute of
Occupational Medicine e altre agenzie). Per oranéggior parte degli studi ha semplicemente
identificato le informazioni mancanti per la defimine del rischio delle NP, ed ha indicato una
serie di goal che devono essere raggiunti nei pnosanni. Se ne desume che attualmente le
informazioni disponibili sono cosi scarse che neisteno neppure i presupposti per una corretta
definizione del rischio connesso alle NP artificial

Studi di laboratorio indicano che le NP ingegneateze disperse nel’ambiente possono essere
captate da organismi ambientali e quindi possarsiitade dei contaminanti involontari degli
alimenti (Boxall et al, 2007). Anche per questo edp della valutazione del rischio i dati
disponibili sono considerati insufficienti e pealwtare la trasferibilita al’'uomo attraverso lderza
alimentare e l'importanza per la salute di quesia @& esposizione € necessaria una piu
approfondita valutazione della possibilita di pgsga di NP dall'acqua ai pesci e dal suolo ai

prodotti vegetali e da questi agli animali da cavrda latte.

Punti Chiave 2.

Negli alimenti si ritrovano comunemente NP, sia@fflogene (proteine, come la ferritina) che NP
esogene, volontarie (NP artificiali, ad esempiootahti come TiQ) o accidentali (contaminanti
primari o secondari, derivati dalla processazionell@limento). L'uomo, oltre che con gli
alimenti, puo ingerire NP che arrivano dalla clea muco-ciliare delle NP inalate. Nel lume
gastro-intestinale, oltre alle NP ingerite, si poas inoltre incontrare NP endogene, in forma di

nano-cristalli originati dalla precipitazione intiluminale di sali parzialmente solubili.
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L'apparato gastro-intestinale umano é quindi conamente esposto a numerose NP, di varia
origine, forma, dimensione e composizione. Neglidi€ata stimata una ingestione giornaliera tra
10" e 16° NP per persona.

Queste guantita sono probabilmente destinate adeateme nel prossimo futuro, a causa degli
utilizzi previsti delle NP artificiali, sia in alientazione che in altri campi correlati a una posdsib
ingestione (dentifrici, cosmetici, vernici) chesganno diffondendo, o sono stati proposti. Dal punt
di vista normativo, I'orientamento prevalente € Wueli considerare le NP come nuovi materiali,
differenti dalla specie chimica parentale, da sptobe ad esame tossicologico completo,

nell'ambito del REACH o della regolamentazione tiekaai “Novel Food”.
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3. Farmacocinetica delle NP.

Questo capitolo raccoglie i dati pubblicati in éetttura relativi ad assorbimento distribuzione,

metabolismo, ed escrezione delle NP nell'animaleggserimento e nell’'uomo.

3.1. Assorbimento delle NP

Le potenziali vie di ingresso delle NP nel corpoamm sono almeno quattro: la via respiratoria, la
cute, l'apparato gastro-intestinale e [I'epiteliosal@ con successivo trasporto da parte
dell'innervazione olfattiva. Oltre a queste e pbasiun assorbimento parenterale per iniezione di

farmaci a base di, o contenenti, NP ingegnerizzate.

3.1.1 Assorbimento per via respiratoria

Nel polmone i siti e le percentuali di deposiziatedle NP inalate dipendono dal loro diametro e
dalle caratteristiche aerodinamiche. Dimensionioenfh sono importanti per determinare quale
compartimento del sistema respiratorio risulter@vplentemente esposto, vie aeree superiori, vie
aeree inferiori o alveoli. Le NP di piccole dimeorsi avranno la possibilita di procedere piu
profondamente a livello dell’albero respiratoria, dipositarsi e di essere assorbite dall’epitelio
polmonare entrando in circolo, mentre particelled@metro superiore verranno piu facilmente
fermate a livello dell'albero respiratorio supeea successivamente espulse mediante meccanismi
di clearancemuco-ciliare (Nel et al, 2006).

Recentemente, alcuni studi sull’'animale e sulludmano mostrato che € possibile la traslocazione
di NP inalate a siti extrapolmonari, come I'albernxolatorio, cuore, fegato e cervello (Gwinn MR
et al., 2006). Sebbene il meccanismo attraversoaeuiene la traslocazione sia ancora incerto,
guesti studi danno sostegno all'ipotesi che le NEspno effettivamente esercitare effetti patologici
diretti a livello degli organi extrapolmonari. Un@lta giunte agli alveoli, le NP penetrano piu
profondamente delle particelle piu grosse a livelédl'interstizio polmonare e questo aumenta il
tempo di ritenzione nellinterstizio e le probatélidi captazione. Le NP, una volta traslocate
possono poi essere in parte fagocitate dalle eelagocitiche e rimanere a livello polmonare,
oppure possono evitare la fagocitosi ed entrapraolo (Gwinn MR et al., 2006).

In uno studio di inalazione del ratto con NP magaain C* & stato visto un accumulo di-tnel
fegato che iniziava 30 minuti dopo l'inizio dellafazione e si completava nel giro di 24 ore.
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Secondo alcuni autori (Hoet et al., 2004) la fag®tida parte dei macrofagi alveolari e I'endogitos
da parte delle cellule epiteliali ed endoteliaéippresentano le maggiori vie di traslocazione delle
NP dal polmone alla circolazione e agli organi agtdimonari.

Inoltre, le NP inalate possono raggiungere il choyeltre che attraverso la circolazione, anche
attraverso i nervi olfattivi dopo loro assorbimeat livello della mucosa olfattiva. In questo caso
stato calcolato che il trasporto delle NP nel neoifattivo del ratto proceda alla velocita di 2.5

mm/ora.

3.1.2 Assorbimento cutaneo

Le possibilita di trasporto delle NP attraversa@lge indenne sono tuttora controverse, soprattutto
per particelle di dimensioni superiori aptn, mentre vi € accordo che esiste la possibilita di
trasporto trans-dermico in caso di cute lesiondt@ studio recente ha pero evidenziato che NP
molto piccole, ad esempio iqtiantum dots di circa 7 nm di diametro possono superare
I'epidermide e accedere direttamente al derma (RyR@smussen et al. 2006). Dimostrata € anche
la penetrazione di NP di TiQlalle creme solari attraverso lo stato cornewasfizio dei follicoli
piliferi (Gwinn MR et al., 2006). Forma, dimensioeecarica di superficie delle NP sembrano
essere le principali variabili fisiche che deterama le possibilita di penetrazione delle NP
attraverso la cute.

Una volta penetrate nel derma le NP possono raggren vasi linfatici, trasportate dai macrofagi e
dalle cellule dendritiche. Dal circolo linfatico suippone poi che le NP possano accedere al circolo

sanguigno ed essere distribuite a tutto il corpei(@ MR et al., 2006).

3.1.3 Assorbimento gastro-intestinale

NP e microparticelle (100-3000 nm) sono ingeritgimntitativi stimati tra 18 e 13* particelle al
giorno per persona (stime negli UK). Principalmesitgatta di NP di silicati e di biossido di titan
(TiOy) incluse negli alimenti, in altri prodotti come rdirici e cosmetici, oppure nelle vernici
(Lomer et al. 2002). In base ad uno studio di mabksket negli UK, si considera che il solo 71O
possa incidere per ¥0-10" particelle al giorno, di diametro medio 200 nmnigiessivamente 200
mg/giorno a persona) (Lomer et al., 2000).

Una volta ingerite le NP vengono veicolate allonstco e sottoposte ai normali processi digestivi
che potrebbero essere in grado di attaccarle. tirthosrecente ha mostrato che NP di rame di 23.5
nm vengono degradate a livello dello stomaco doyat vivo, originando rame in forma ionica

(CuCl) (Chen Z et al. 2006). Nel tratto entericailaetica dell’assorbimento delle NP é complessa e
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avviene mediante diffusione attraverso lo stratondco, contatto con gli enterociti, “trafficking”
cellulare, traslocazione e eventi post traslocazioklinore e il diametro della NP e piu veloce sara
il processo complessivo di assorbimento. Dopgpthkele NP possono traslocare al circolo e
distribuirsi in tutto il corpo (Jani et al., 199Q)e NP, se sopravvivono alla digestione gastrica,
possono essere quindi assorbite a livello enteattnaverso meccanismi di ingresso che
coinvolgono le cellule M delle placche del Peyer fellicoli linfatici. Esiste inoltre anche una
possibilita di assorbimento diretto attraversodiute epiteliali intestinali.

La traslocazione delle particelle ingerite da lunmtestinale a sangue e circolo sistemico puo essere
influenzata da proprieta chimico-fisiche delle Ndfne dimensione, forma, composizione e carica.
Che la traslocazione possa effettivamente avveénseggerito da studi sia sul ratto che sul’'uomo,
che hanno mostrato che NP di Fi@ dimensione 150-500 nm una volta ingerite posdaaslocare

al circolo sistemico e accumularsi a livello di d&g e milza (Jani et al., 1994). Studi precedenti
mostravano che anche particelle di dimensioni sopgyotevano essere assorbite con meccanismi
di “persorption”, entro vacuoli, e attraversareidapitelio intestinale per localizzarsi a livelldi
fegato e altri organi (Volkheimer, 1974; HillerycaAlbrecht, 2001).

Le evidenze non sono pero univoche. Altri studi trass infatti che NP metalliche ultrafini non
sembrano essere soggette a questo fenomeno e rénejolia ingerite, non sono traslocate in
maniera significativa al circolo sistemico e da ggii organi. Ad esempio, uno studio mostra che la
somministrazione intra-esofagea nel ratto di urepspsione di particelle dPr di diametro 18
nm, risultava nell’eliminazione fecale completalelelP di iridio nel corso di 2-3 giorni, senza
evidenze di eliminazione d*dr nelle urine e senza nessun rilevabile accundildNP o di
radioattivita in alcun organo degli animali speritadi (Semmler et al. 2004). Questo studio
suggerisce quindi che NP Hfr di 30 nm non vengono assorbite in misura apgeite dal lume
intestinale del ratto e non traslocano alla cirziolae sistemica e agli organi.

Lo stesso hanno mostrato Kanapilly e Diel e Kraylet al : NP metalliche radioattive non
sembrano traslocare in maniera significativa daldigastroenterico al circolo e agli organi deloratt
una volta ingerite (Vedi Referenze 84 e 53 di Betral., 2006).

3.2 Distribuzione delle NP

Le NP inalate, una volta assorbite dall’albero mr@gprio, possono traslocare all’encefalo attravers
la circolazione sistemica (Oberdorster 2004). Urdapossibilita per raggiungere I'encefalo € il

passaggio delle NP attraverso I'epitelio sensitatitraverso I'epitelio olfattivo, seguendo i nauro
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olfattivi, fino ai lobi olfattivi dell’encefalo. LeNP possono quindi raggiungere lobi olfattivi e
cervelletto o attraverso queste vie nervose ovetsa la circolazione sistemica. Dopo inalazione,
'uptake di NP di iridio di 18 nm e la loro disttibione al cervello tramite la circolazione sisteanic
e stata dimostrata da Semmler e collaboratori. r&t&d, le NP inalate possono inoltre traslocate da
polmone a fegato, rene, milza, cuore e cervellom@amere per circa 6 mesi dopo una singola
esposizione, probabilmente captati dai macrofagdatie altre cellule del sistema reticolo-

endoteliale di questi organi (Semmler et al. 2004).

3.3. Metabolismo ed escrezione delle. NP

In generale, sostanze nella forma fisica di pdilécesolide non vengono efficientemente
metabolizzate nel corpo umano. Non esistono peardi sthe abbiano effettivamente valutato il
destino metabolico delle NP. Alcune NP, quali i otaibi di carbonio una volta assorbiti possono
essere escreti direttamente come tali o subiredsfarmazione. | nanotubi di carbonio, a causa di
difetti strutturali possono infatti esporre grujbiossilici o carbossilici sulla loro superficiehecli
espone a possibili attacchi chimico-enzimaticidegradazione metabolica.

A causa della loro dimensione €& possibile che mblie entrate in circolo possano venire
semplicemente filtrate a livello glomerulare edegssdirettamente eliminate con le urine (Choi et
al., 2007). NP piu persistenti potrebbero invecgees trattenute a livello epatico e secrete con la
bile, ed essere eliminate con le feci oppure essargre filtrate a livello glomerulare ed eliminate
con le urine. Come gia detto, non esistono perdi Specifici a riguardo. Alcuni studi mostrano
perd che alcune NP come i nanotubi di carbonioqrasgssere derivatizzati e divenire idrosolubili.
In questa forma, se iniettati per via endovenosaatt®, non vengono captate dal sistema reticolo-
endoteliale degli organi ma vengono eliminati Boarine (Singh et al. 2006).

Un altro studio recente mostra che NP d’oro di 2imettate per via endovenosa, venivano escrete
per via fecale. Questo implica che le NP venisseggate a livello epatico ed escrete nell’intestino
con la bile (Vedi Kreyling et al., citato nel Raseh Report di Tran et al, Institute of Occupationa

Medicine).

Punti Chiave 3.

Le potenziali porte di ingresso delle NP nel compmano sono almeno quattro: polmone, cute,

apparato gastro-intestinale e epitelio nasale. tighsponibili non sono in genere univoci, e per lo

Milano, febbraio 2008 13



Nanoparticelle negli alimenti ed effetti sulla salumana

piu ottenuti nell’animale da esperimento e non eomfati nel’'uomo, ma sembra accettata I'ipotesi
che si possa verificare assorbimento e traslocaziahcircolo sistemico e agli organi, sia dopo
inalazione che ingestione, mentre i dati relatidl'agsorbimento cutaneo sono controversi.
Particolare € la possibilita, sempre dimostrata lasevzamente nell’animale, che in seguito a
inalazione le NP possano essere captate dall’@pitebsale e raggiungere I'encefalo seguendo
linnervazione olfattiva. | dati disponibili non sBo perd univoci ed alcune NP non sembrano
assorbite, probabilmente in relazione a differedzéorma, dimensione e composizione. Inoltre a
livello gastrico alcune NP possono essere ionizzgertando quindi all’eliminazione della
struttura fisica della NP stessa (esempio per ledN2uO).

Non esistono invece dati sufficienti a descriveredestino delle NP dopo assorbimento e
traslocazione. Secondo alcuni studi NP potrebbealizzarsi ad organi, come fegato, milza, o
apparato cardiovascolare, ed entrare nelle celluleppure essere captate dalle cellule
macrofagiche del sistema reticolo-endoteliale, enmere anche per lunghi periodi di tempo.
Questi studi sono generalmente fatti nell’animadeedperimento, ma alcuni studi mostrano anche
I'occasionale riscontro di NP a livello di tessyi@atologici umani. Altri studi mostrano pero che le
NP possono anche essere efficientemente elimieatégrenale o per via biliare. | dati sono pero

spesso controversi e insufficienti a descrivedestino metabolico delle NP dopo traslocazione.
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4. Tossicita delle NP.

Gli studi di tossicita delle NP reperibili in lethtura sono in genere di due tipi: studi
epidemiologici degli effetti sulluomo del partiewo atmosferico urbano, e studi sperimeniali
vivo nell’animale ein vitro su colture cellulari condotti con NP artificialin elemento che appare
subito evidente nell'analisi della letteraturaienpossibilita di generalizzare il profilo tossicgloo
delle NP. NP differenti per forma dimensioni e casigione hanno in genere caratteristiche
tossicologiche diverse (Geo Year Book 2007). Seadahdruppo di esperti sui rischi emergenti,
della Commissione Europea (SCENIRH) le NP hannopneta tossicologiche diverse dalle
sostanze di origine e vi € quindi la necessitaatlitare i rischi “caso per caso” . Inoltre, alcatidi
mostrano che non sempre le NP hanno tossicita meggdielle sostanze di origine (SCENIRH,
European Commission, 2007).

4.1. NP e particolato urbano

L’'uomo é sempre stato esposto a NP in qualunqueentmstorico, dato che molte di esse sono di
produzione naturale. L’esposizione a NP e perovaitgente cresciuto nell’'ultimo secolo a causa
dello sviluppo industriale. Oggigiorno, le NP ctgicono una parte importante del particolato
atmosferico urbano, che € una miscela complesparticelle con diametro tra pochi nm e ué
Solo la frazione con diametro<2uin e pero in grado di accedere alle vie respiraiaferiori e di
depositarsi a livello alveolare (Borm et al., 200@plte delle particelle originate dalla combustgon
di combustibili fossili o formate dalla reazionei d@as che originano da tale combustione, hanno
diametro inferiore alum. Una tipica atmosfera urbana contiene circi f#rticelle /cm con
diametro<300nm (Medina et al., 2007). Il carbonitekEmento maggiormente rappresentato in tali
NP e la dimensione &€ una determinante della lonpact di causare effetti respiratori e
cardiovascolari. Numerosi studi epidemiologici nnasb che I'inquinamento urbano e il particolato
atmosferico derivato dalla combustione, ad esempiveniente dai veicoli a motore, dal
riscaldamento e dalle fonti industriali, contritz@ésin misura importante alla morbilita e mortalita
respiratoria e cardiovascolare (Peters and Pofid,; Zrook et al., 2004). Soprattutto il particolato
fine e ultrafine (da 0.1 a 2.pm) che dal sistema respiratorio pud piu faciimemgeslocare
all'albero circolatorio, contribuisce allo sviluppdi patologia respiratoria e cardiovascolare

nelluomo, in particolar modo nei soggetti con @istenti patologie di questa natura.
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La maggior parte dei dati sulla tossicita delle dtigina dagli studi sul PAd . Complessivamente le
evidenze epidemiologiche mostrano che le NP orgimai processi di combustione potrebbero
avere parte importante negli effetti complessivi particolato atmosferico urbano sulla salute
(Borm et al., 2006). L’inflammazione pare esseffatiore comune che lega assieme questi effetti, e
le NP, indipendentemente dalla loro composizioeelgano in grado di indurre inflammazione
con un meccanismo comune. L'infammazione potrebbeltre indurre alterazioni della
permeabilita di membrana a livello polmonare, cheua volta potrebbe facilitare assorbimento e
distribuzione sistemica delle NP. La traslocazidnBIP dall'interstizio polmonare potrebbe quindi
consentire il passaggio a sangue e cervello edeegséndi direttamente responsabile dei processi
patologici. | dati a riguardo sono pero scarsi eticversi dato che, mentre secondo alcuni studi, i
sistemi respiratorio, gastrointestinale e la cuiaosdirettamente esposti alle NP, che hanno la
potenzialita di essere assorbite attraverso quasiepassare al sangue e localizzarsi a cervello,
sistema cardiovascolare, fegato, milza e rene ([deaa, 2005), in altri studi non si evidenzia
affatto traslocazione tra polmone e sangue.

Oltre agli studi umani esistono inoltre studi swaglimali che suggeriscono che le NP oltre ad effett
polmonari acuti e cronici, possono anche indurfetifgenotossici e carcinogenici nel ratto. Gli
effetti tumorali sono stati perd osservati esclasiente in questa specie animale ed a dosi molte
elevate, mentre non sono stati confermati nellee adpecie animali studiate, come il topo e
’hamster (Borm et al., 2006). Anche i dati epidelogici relativi a gruppi di lavoratori
professionalmente esposti a NP di 7i@n sembrano evidenziare eccessi di incidenzandot

polmonari.

4.2 Tossicita polmonare

Il sistema respiratorio rappresenta la principake di ingresso ed € un organo target per le NP.
Come descritto in precedenza, il polmone e facibmersposto all'inquinamento atmosferico, al
particolato atmosferico urbano e ai prodotti detfanbustione. Le NP derivate dalla combustione in
particolare sono state ampiamente studiate comsilplogattori eziologici di numerosi effetti
avversi di natura respiratoria. Il meccanismo deldologia polmonare da NP & probabilmente
mediato dallo stess ossidativo, che induce attrazidi numerosi fattori trascrizionali camp-
regulation della sintesi di proteine pro-inflammtorie (Nelat, 2006). Infatti, I'attivazione delle

protein-kinasi mitogeno-attivate e ddignal pathwaydel fattore nucleare K da parte delle NP
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derivate dai processi di combustione, puo culmimesléa trascrizione di geni proinfiammatori con
sintesi di IL-8, IL-6 e TNE (Nel et al., 2006).

Nell'uomo le NP hanno maggior potenzialita di caagaatologia polmonare di particelle di uguale
composizione ma di maggiori dimensioni e I'inala@adicarbon black TiO, e NP di lattice <100
nm nell’animale da esperimento induce stimoli imfraatori 10 volte superiori a quelli originati
dalle stessa massa di NP di dimensioni >200 nmr{bster et al, 2005). Il parametro che sembra
maggiormente correlato all’effetto tossico é I'adiasuperficie delle NP. NP di vario diametro
possono infatti indurre reazioni inflammatorie mElmone di animali sperimentali, ed é stata
descritta una correlazione significativa tra areasuperficie delle NP, ed entita dello stress
ossidativo e dell'infiammazione (Brown et al, 2001)

Molti tipi di NP sono stati studiati per la loropzrita di indurre reazioni inflammatorie. Alcuni
studi hanno riportato che i nanotubi di carbonisiddetti ‘single walled sono piu tossici di altri
tipi di NP per la loro maggior capacita di indugenulomi epiteliali e infammazione interstiziale
nel polmone, in maniera dose-dipendente (Lam €0fl4). Anche la composizione chimica delle
NP potrebbe influenzare il grado di induzione dglteteine inflammatorie e la citotossicita , ma
guesto aspetto € stato poco studiato. La presengeetdlli di transizione solubili, ad esempio,
potrebbe facilmente indurre stress ossidativo allbvsub-cellulare attraverso reazioni redox e
formazione di radicali liberi (Utsunomiya S et 2004). Un altro studian vivo che ha utilizzato
particelle di elementi non tossici e parzialmerielsili (Mg-, Ca- e Ba-solfato) contraddice invece
guesta ipotesi e suggerisce che e la strutturaafigielle NP ad essere importante per
linflammazione e non la composizione chimica, delte queste sostanze inducono inflammazione
iniziando da concentrazioni prossime al loro limiiesolubilitd nel medium cellulare. | metalli
presenti nel particolato urbano considerati maggéstte tossici sono As, Be, Cd,°GrCo, Pb, Mn,
Hg, Ni, Se Clean Air Act Amendmentd4990) e la maggior parte dei metalli che si viéiwo
nell'atmosfera e in forma di particolato (Human Itleaisk assessment for metals, US EPA). Gli
ossidi di questi metalli rappresentano circa il 1d4&b particolato ultrafine (nanoparticolato) della
California (Utsunomiya S et al, 2004). Se questirednti fossero omogeneamente dispersi come
impuritd su particelle insolubili di grosse dimeorsi i rischi per la salute sarebbero minori,
maggiori invece se fossero i costituenti princighlparticelle di nano dimensioni. La dimensione
della particella influenza infatti reattivita, tasta e destino ambientale della NP stessa. Le NP
hanno maggior solubilita delle particelle di uguatemposizione ma di dimensioni maggiori, a
fronte di un piu elevato rapporto superficie/massa.
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Reazioni pro-inflammatorie delle NP sono statetheobsservate anche in alcuni modgllvitro di
inflammazione (Brown et al, 2001). Questi studiitatio che le NP in condizioni sperimentali

possono indurre reazioni inflammatorie e granula®ata livello polmonare.

4.3 Tossicita sui sistemi cardiovascolare e nercesirale.

Secondo alcuni studi, le NP inalate si depositamofondamente a livello dell’epitelio polmonare e
possono poi traslocare a siti extrapolmonari e itaggere organi target, probabilmente mediante
meccanismi diversi. Il primo meccanismo prevedgdbksaggio attraverso I'epitelio dell’albero
respiratorio all’interstizio polmonare e da quitalrente circolatorio o direttamente, o mediato
attraverso le vie linfatiche. Le NP una volta toasite sembrano in grado di superare le normali
difese assicurate dalle cellule fagocitiche a lor@lolmonare e possono quindi accedere al sistema
circolatorio. Ad esempio, successivamente ad lasidne intra-tracheale nel ratto di NP di oro
colloidale di 30 nm, si riconosce la presenza dstssse NP a livello delle piastrine circolanti
nell’animale da esperimento. Particettt00 nm di carbonio marcate con®teengono rilevate nel
torrente circolatorio a partire da 1 minuto dopadtillazione intra-tracheale. L'osservazione del
fegato non evidenzia pero alcun tipo di accumultedsesse NP in quest’'organo.

Una volta in circolo le NP potrebbero essere indgrdi indurre effetti biologici. NP sferiche e
nanotubi di carbonio, possono indurre aggregazppagrinicain vitro e sono in grado di accelerare
la formazione di trombi vascolari in modelli di tnbosi nel ratto. In colture cellulari, NP e nanotub
sono in grado di indurre effetti di tipo citotossjiaisposte di tipo pro-inflammatorio, inibizione
della crescita cellulare e riduzione della sintB$iO in cellule endoteliali umane, inibizionellde
funzione cellulare e induzione dell’'apoptosi inlgke renali.

La traslocazione delle NP al SNC potrebbe avveaiseguito della distribuzione sistemica delle
NP, ma sono stati descritti altri possibili mecsamiche coinvolgono l'uptake diretto da parte delle
terminazioni nervose sensitive dell’albero respirat seguita da traslocazione assonica prima alle
strutture gangliari e poi al SNC. Un ulteriore matsmo suggerisce che le NP potrebbero essere
captate dalle terminazioni nervose del bulbo olfatte traslocate direttamente al SNC. In
condizioni sperimentali & stato osservato che reie Gp possono indurre stress ossidativo nel
cervello di pesce dopo traslocazione attraversallibo olfattivo. In un altro studio, I'inalazione d
NP di 35 nm marcate con-tper 6 ore, risultava in significativi aumenti depresenza di € nel
bulbo olfattivo nel ratto. Questa via sembra essefettiva e operativa solo per le nanoparticelle.

Particelle di maggiori dimensioni (1.3-18m) di MnO, non sembrano infatti essere captate
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mediante questo meccanismo. Il trasferimento distjuesultati alluomo richiede pero cautela,
soprattutto in considerazione delle differenze @mathe tra uomo e ratto: nel ratto la mucosa
olfattiva rappresenta il 50% della mucosa nasdbdepnell’'uomo solo il 5%.

Le ipotesi circa il possibileptakedi NP da parte del cervello durante l'inalazioiwhiederebbero
quindi studi appropriati per la conferma e la vahubne di possibili effetti sulla salute umana,
soprattutto in vista dell'utilizzo di NP ingegnezate in grado di attraversare la barriera emato-
encefalica, come effetto voluto nellalrig delivery di farmaci psicotropi. Anche gli effetti

cardiovascolari potrebbero essere legati siagtiéikecerebrale che all’effetto diretto delle NP.

4.4, Tossicita sul sistema gastroenterico e sugam interni

L’apparato digestivo rappresenta una possibiledviengresso delle NP naturali e artificiali nel
corpo umano. L'ingestione di NP puo avvenire attraw gli alimenti e l'acqua, tramite
'assunzione di farmaci e l'utilizzo di cosmetid,tramite I'ingestione di NP inalate e eliminate
dall’albero respiratorio in esofago mediamtearancemuco ciliare (Chau et al., 2007; Nel et al,
2006). Una volta ingerite le NP vengono veicoldte stomaco e sottoposte ai normali processi
digestivi che possono essere in grado di attacearkegradarle. Uno studio recente mostra ad
esempio che NP di rame di 23.5 nm vengono degradéiteello dello stomaco di rattan vivo,
originando rame in forma ionica (CuCl) (Chen Z ét 2006). Nel tratto enterico la cinetica
dell'assorbimento delle NP & complessa e si verifitediante diffusione attraverso lo strato di
muco, contatto con gli enterocititrafficking” cellulare, traslocazione e eventi post-traslooaali.
Minore ¢ il diametro della NP e piu veloce sarprdcesso complessivo di assorbimento ma anche
altri parametri, come forma e carica di superficomdizionano I'assorbimento. Dopo l'eventuale
uptakele NP possono traslocare al circolo e distribuirgutto il corpo (Jani, 1990).

Uno studio recente ha valutato la tossicita allivel rene, fegato e milza del rame somministrato
per via orale al ratto, in forma di NP (23.5 nm)cmroparticelle (MP, 174m) o in forma ionica
(CuCl, 0.072 nm). La tossicita esercitata dallertdBltava superiore a quella esercitata dalle MP e
paragonabile a quella esercitata dal rame in faonga. Lo studio suggeriva che le NP venivano
attaccate e degradate dall’HCI gastrico, perdenoiadgla struttura fisica di NP e originando iomi d
rame. Le MP, esponendo poca area di superficie,veaivano attaccate in maniera sufficiente a
produrre ioni di rame in misura significativa. Nigso delle NP invece la superficie era notevole e

la ionizzazione praticamente completa. Non si awpuadi alcuna traslocazione e localizzazione
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delle NP a livello degli organi interni ma una ftiog&a attribuibile al sovraccarico di sali di rame
(Chen Z et al., 2006).

Alcune ipotesi collegano inoltre le malattie infiaratorie intestinali croniche (IBD), in particolare

il morbo di Crohn, alle NP. Alcuni studi suggerisaooche le IBD possono risultare dall’interazione
tra fattori genetici e fattori ambientali. Il coiolgimento delle NP come fattore ambientale, & stato
ipotizzato perché una dieta povera di calcio e idroparticelle esogene é stata dimostrata in grado
di alleviare i sintomi del Crohn con un miglioranb@ell'indice di attivita della malattia (Lomer et
al, 2002).

Altri studi riportano segnalazioni sporadiche dgll@senza in tessuti patologici umani di NP di
porcellana (Balestri et al, 2001) o di metalli otdis patologici di soggetti operati, quali granulom
epatici o renali (Gatti e Rivasi, 2002), trombi alwole venose (Gatti et al, 2004), aree di colon
neoplastico (Gatti, 2004). Gli autori di questiditipotizzano che tali NP derivano da ingestione e
abbiano parte nella eziopatogenesi della condizipsw®logica . Si tratta pero di segnalazioni
sporadiche, relative a uno o pochi pazienti studeatmanca ogni dimostrazione di una relazione
causa effetto. Ad oggi, non esistono ancora sti@ dimostrano in maniera convincente un

gualunque effetto tossico diretto delle NP a livelél tratto gastroenterico (Medina C et al., 2007)

4.5. Tossicita ambientale (rilevanti per gli effetnani)

Esistono molti studi sperimentali che mostrano lehiP artificiali disperse nell’ambiente possono
avere effetti tossici sugli organismi ambientaliddie, 2006; Friedrichs and Sculte, 2006). Questi
studi sono pero stati effettuati in condizioni abbratorio spinte, a concentrazioni molto supesori
guelle effettivamente previste (PEC) in base altedpzioni attuali di NP dalle nanotecnologie. In
condizioni “effettive”, non di laboratorio, il riéto ambientale delle NP ingegnerizzate viene invece
considerato “minimo” (Boxall, 2007). Per le NP nalunon esistono dati certi se non generiche

indicazioni di “minore pericolosita” per 'ambientspetto a quelle artificiali, (Boxall, 2007).

Punti Chiave 4.

Gli studi di tossicita delle NP disponibili riguaado gli effetti del particolato atmosferico urbano
sull'uomo e gli effetti di NP artificiali sull’anie da esperimento o su colture cellulari.
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Sembra esistere un meccanismo tossico comuneNfelEhe si basa sulla genesi di radicali liberi
e di inflammazione, indipendentemente da dimensonomposizione, anche se la presenza di
metalli di transizione potrebbe potenziare il fermmm mediante reazioni redox e sviluppo di
radicali liberi.

Dati epidemiologici mostrano una relazione tra espmne a particolato urbano ultrafine, peraltro
ricco di metalli di transizione, e sviluppo di pkigia polmonare o cardiovascolare nelluomo. Non
e pero chiaro se gli effetti siano ascrivibili alleaslocazione delle NP inalate oppure all’'estersier
degli effetti infiammatori esercitati dalle NP sapitelio polmonare. Altri studi sull’uomo,
puramente speculativi, ipotizzano un effetto navato delle NP sulla genesi del morbo di Crohn.
Dati di laboratorio, nell’lanimale da esperimentoim® vitro, mostrano possibili effetti delle NP
inalate sull'aggregazione piastrinica e sulla foremane di trombi vascolari, mentre altri studi
evidenziano effetti tossici di NP di CuO ingeriterene fegato e milza del ratto, che pero erano piu
da ascriversi agli effetti tossici dei sali di raroke alla forma fisica in NP.

| dati complessivamente disponibili, al di la degffetti del particolato urbano ultrafine inalato,
sono assolutamente insufficienti a provare o arstiie a ipotizzare un qualunque altro effetto delle

NP, qualunque sia la via di esposizione, inalatpr@er ingestione o per via trans-cutanea.
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5. Valutazione del rischio delle NP

Una corretta valutazione del rischio delle NP ssgldute umana richiederebbe un set completo e
robusto di dati qualitativi e quantitativi sull’esgpzione, assorbimento, distribuzione, metabolismo
ed escrezione e sugli effetti tossici delle NP. §ilidi dovrebbero inoltre chiarire 'importanza
relativa delle differenti vie di esposizione, i manismi degli eventuali effetti tossici, il rappmtta
tossicita della sostanza lulk e in NP, e dovrebbe definire se esiste un efteisicologico delle

NP come classe o se sia possibile identificardteffelo “caso per caso”.

Ad oggi e possibile valutare grossolanamente salechi relativi all’esposizione umana per via
inalatoria al particolato atmosferico urbano. Altérno del particolato urbano, molti studi mostrano
limportanza tossicologica del particolato fine #rafine per cui I'esposizione sembra essere
correlata a patologie respiratorie e cardiovasealamodo dose-dipendente. Anche in questo caso
esistono pero margini di incertezza. Non e chiatbesempio, quale sia I'esatto meccanismo degli
effetti tossici. L'inalazione di NP promuove la fieazione di radicali liberi e l'inflammazione a
livello dei sistemi respiratorio e cardiovascoldRuckerl et al., 2007), ma non € chiaro se lo
stimolo inflammatorio sia causato direttamente alathslocazione delle NP inalate, oppure sia
innescato da stimoli esercitati dalle NP a livelsterno.

Non esistono invece dati sufficienti a valutareischi connessi all’ingestione delle NP. Vista
'assoluta carenza di dati, impossibile quindi atato attuale delle conoscenze accertare, ma anche
escludere, un eventuale rischio tossicologico pealute umana legato all'ingestione di NP, siano
esse naturali, antropogeniche o artificiali. E’ eomgue possibile sostenere che, almeno dal punto di
vista quantitativo, la via di esposizione princgpker 'uomo alle NP naturali sia quella respirator

in particolare per NP contenenti sostanze riterpagicolarmente tossiche, come i metalli di
transizione. Dato che una tipica atmosfera urbaragontenere TONP per cr, il 14% delle quali
costituite da metalli di transizione (Utsunomiyaaét 2004), e possibile calcolare che un abitante
medio sia esposto a circa'NP al giorno per via inalatoria, delle quali pitl " NP sono
costituite da, o contengono, metalli di transizioriéesposizione a NP per ingestione é
quantitativamente comparabile {#00" NP giorno) ma riguarda per lo pitt NP naturali costp

da silicati e, in parte, NP artificiali di TiOImpossibile allo stato attuale quantificare lastjone di

NP contenenti altri metalli e differenziare, traetie che derivano dagli alimenti, le NP
contaminanti primarie da quelle secondarie, chavaeo da una contaminazione accidentale
durante le fasi di lavorazione. Occorre comunquesicerare che un numero elevato di NP

metalliche ingerite derivano verosimilmente daltigatato inalato. Soprattutto le NP di maggiori
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dimensioni, arrivano in quantitativi rilevanti abofago mediante i meccanismi di clearance muco-
ciliare dell'albero respiratorio superiore (Nelaét 2006). Inoltre, la dimostrazione di un evergual
effetto tossico di un dato tipo di NP sarebbeidlfhente generalizzabile visto che la valutazione
del rischio per le NP dovrebbe essere fatta “cas@a@so” (European Commission, 2007).

Inoltre, a rendere difficile la valutazione di upassibile correlazione causa/effetto, esistono r@co
grossi problemi metodologici, per aspetti sia dotguantitativo che qualitativo. Ad esempio, per
definire I'esposizione alle NP non €& ancora chiapgale sia il parametro maggiormente
rappresentativo (numero delle NP, massa, area pbriicie, forma o una combinazione di piu
parametri). In laboratorio si osserva una correl@aidose dipendente tra effetti tossici e aredetota
di esposizione delle NP, ma solo ad alte dosi,pchbabilmente non sono mai raggiunte in natura..
Per quanto riguarda gli aspetti qualitativi, le NRRggiormente considerate in fase di valutazione
del rischio sono quelle composte da metalli. Estgisiunque un concorso tra composizione e
forma a determinare I'effetto tossicologico. Ad regé le fibre di amianto hanno una tossicita piu
legata alla forma aghiforme che al materiale di posizione, 10 stesso potrebbe essere per alcune
NP patrticolari, quali ad esempio i nanotubi.

Comunque, caratteristica comune delle NP € qualleausa delle loro dimensioni, di possedere
proprieta e caratteristiche differenti da quellladspecie chimica parentale. Viene generalmente
accettato che avendo superficie esposta molto megg parita di massa rispetto allo stesso
materiale in forma di macroparticella, le NP abbiaanche una aumentata reattivita chimica e
biologica. Questo perd non sempre e vero: la tbasti alcune sostanze, come ad esempio |l
selenio, viene invece ridotta diminuendo la dimensidelle particelle a livello nano-molecolare
(Chau C-F et al, 2007; Zhang et al, 2003 J Occugdthld5, 23-30).

5.1 Studi in corso

Partendo dalle NP atrtificiali, prodotte dalle naariologie, che iniziano ad affacciarsi sul mercato
globale e che presumibilmente rappresenterannorsednpiu una fonte di esposizione importante
per I'uomo alle NP, enti ed agenzie deputate allutazione del rischio (in particolar modo |l
gruppo di esperti SCENIHR della Commissione Eurppts EPA, e le agenzie inglesi DEFRA, e
Institute of Occupational Medicine) stanno promuwle studi di valutazione di tutti questi aspetti,
chiedendo a commissioni e gruppi di esperti I'etalamne di strategie per la definizione del rischio
correlato dall'utilizzo industriale delle NP sia &alimentazione che in altri ambiti industriali che

possono causare contaminazione ambientale.
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In primo luogo esiste una discussione incorso semateriale in forma di NP possa essere
considerato alla stregua del materiale di origineeeper esso sia quindi sufficiente estendere la
valutazione del rischio effettuata con dati di iciss ottenuti dal materiale in formaulk
L’orientamento prevalente e quello di consideranmateriale in forma di NP come un materiale
nuovo che deve quindi essere sottoposto a una nadweazione completa di tipo tossicologico. Le
NP rientreranno quindi probabilmente nell’'ambitdlaealutazione REACH per i nuovi materiali,
oppure in quella deiNovel Food qualora utilizzate in ambito alimentare.

Studi di laboratorio indicano inoltre che le NP eggerizzate e disperse nel’ambiente possono
essere captate da organismi ambientali e costiguiedi un contaminante accidentale degli
alimenti (Boxall et al., 2007). Lo stesso puo essero per le NP naturali, che ad esempio possono
essere captate dall'apparato radicale dei vegefaiche per valutare questo aspetto i dati
disponibili sono perd considerati insufficienti erPvalutare la trasferibilita alluomo delle NP
attraverso la catena alimentare e l'importanza lpermo di questa via € necessaria una piu
approfondita valutazione della possibilita del paggo delle NP dall'acqua ai pesci e dal suolo ai
prodotti vegetali e da questi agli animali da cavrda latte.

Un problema importante € quello relativo ai metoké verranno utilizzati per la valutazione di
rischio. | metodi tradizionali utilizzati per ilgk assessment dei materiali o degli alimenti imfor
bulk o di macroparticolato non sembrano adeguati petddio delle NP. Le agenzie nazionali e
internazionali hanno quindi promosso studi anche gefinire le strategie da adottare per la
definizione del rischio delle NP, ossia quali metotlizzare per studiare la loro tossicologia. Per
ora la maggior parte degli studi ha semplicemedatificato le informazioni mancanti per la
definizione del rischio, ed ha indicato una sefig@hl che devono essere raggiunti nei prossimi
anni.

Un gruppo di esperti (Maynard, 2006) ha sviluppatoprogramma definitofftze grand challenger,
developing safe nanotecnologies through sound s€iecthe rappresenta un@admap per (1)
sviluppare nei prossimi 12 mesi progetti strategier una ricerca focalizzata sui rischi; (2)
sviluppare nei prossimi 3-10 anni gli strumenti palutare I'esposizione a NP atrtificiali in aria e
acqua; (3) sviluppare e validare nei prossimi 5abfi metodi utili a studiare la tossicita dei
nanomateriali artificiali; (4) sviluppare nei prass 10 anni modelli per predire I'impatto delle NP
artificiali su ambiente e salute umana; (5) svilngnei prossimi 5 anni sistemi per valutare
limpatto del ciclo produttivo delle NP artificiaBu ambiente e salute umana. Se ne desume che
attualmente le informazioni disponibili sono cosarse che non esistono neppure i presupposti per

una corretta definizione del rischio connesso ldfe
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Teoricamente, la riduzione dei contaminanti aliméntsia in forma di NP che in qualunque altra
forma, e certamente una misura raccomandabilen@aldi principio. L'assoluta mancanza di dati
guantitativi specificatamente riguardanti le NPteixome contaminanti accidentali, primari e
secondari, rende pero impossibile una definizioeimpatto che una tale misura avrebbe sulla
salute umana. La mancanza di dati precisi sulladaocinetica e sulla tossicologia delle NP rende
impossibile una valutazione del rischio verosindiglle NP per la salute umana.

Comunque, la letteratura scientifica epidemiologica attribuisce ai contaminanti alimentari in
generale una grande rilevanza in termine di saluteana. Ad esempio i tumori alimentari
rappresentano una parte importante di tutti i turaamrani, ma solo una minima parte di questi

viene attribuita alla presenza di contaminanti.

Punti Chiave 5.

L'affacciarsi sul mercato globale delle nanotecrgply che presumibilmente aumenteranno in
misura sostanziale I'esposizione umana alle NPstiraolato una serie importante di iniziative da
parte delle agenzie regolatorie di Commissione pes USA e Inghilterra e la promozione di una
solida serie di studi sul’argomento che presunmighte portera chiarezza nei prossimi anni.
Attualmente, se si eccettuano gli studi sul palsitm ultrafino urbano, esiste una sostanziale
carenza di dati atti a valutare i rischi connesdl’'esposizione alle NP, siano esse naturali,
antropogeniche o artificiali.

Facendo il punto, ad oggi sono stati parzialmentaratierizzati solo i rischi connessi
all'esposizione al particolato urbano ultrafine, e&he correlato a patologie respiratorie e
cardiovascolari. Non & pero chiaro se il meccarmugpatogenetico prevede la traslocazione delle
NP inalate al sistema circolatorio e poi respiraite cardiovascolare, oppure sia legato ad altri
meccanismi. Non esistono inoltre chiare evidenzeurth eventuale traslocazione di NP del
particolato urbano inalate in altri organi, comegato e milza.

Per le NP artificiali ad oggi, come detto, non sinmo ancora conoscenze ma sono previsti studi
per valutare gli effetti del’esposizione professte dei lavoratori esposti per via inalatoria, erp

caratterizzare gli effetti del'esposizione del samatore per ingestione.
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Per quanto concerne l'esposizione per ingestionan garticolare per via alimentare, a NP
naturali o antropogeniche e a contaminanti acci@dnprimari o secondari degli alimenti, sono
attualmente reperibili solo studi sperimentali &utimale o su cellule che mostrano risultati
contrastanti, ed alcune segnalazioni sporadichdadetesenza in tessuti patologici umani di NP,
che alcuni ipotizzano essere derivate dall'ingastio

Oltre a questi dati, insufficienti e non conclusiwi letteratura esiste una sostanziale carenza di
evidenze, che rende impossibile ogni ragionevdigazaone del rischio.

Teoricamente, la riduzione dei contaminanti alinaentsia in forma di NP che in altra forma,
gualunque ne sia la composizione, é certamenteoraaadabile in linea di principio.

L'assoluta mancanza di dati quantitativi specifeng@iente riguardanti i contaminanti accidentali,
primari e secondari, rende pero impossibile unairdeione dell'impatto che una tale misura
avrebbe sulla salute umana. La letteratura sciedihon attribuisce ai contaminanti alimentari in
generale una grande rilevanza in termine di saluteana, anche se e ignoto quale sia I'effetto
relativo dei contaminanti in forma bulk e in forrdaNP. | tumori alimentari rappresentano una
parte importante di tutti i tumori, ma solo una mma parte di questi viene attribuita alla presenza
di contaminanti.

Inoltre, vista la molteplicita delle fonti possibd i pochi aspetti quantitativi noti, pare invenmgle
che la riduzione dei contaminanti negli alimensuiti in una effettiva diminuzione dell’esposizione
umana alle NP.

In ogni caso, si ribadisce che la mancanza di datide impossibile al momento ogni conclusione

che sia poco piu che speculativa.
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6. Riassunto e conclusioni

Introduzione

Le NP sono patrticelle o strutture, di varia formdialiversa composizione, con dimensioni nella
scala nano (<100 nm) che in natura corrisponde diifeensione di proteine e virus. Le NP si
distinguono in NP naturali (ad esempio quelle pttdalai vulcani), NP antropogeniche (ad
esempio prodotte da motori diesel), e NP artifigjatodotte attraverso le nanotecnologie). Mentre
'uomo e da lungo tempo esposto alle NP naturan&opogeniche, le NP artificiali sono invece
agenti nuovi, a cui 'uomo inizia ora ad essereosipe a cui sara probabilmente esposto in misura
sempre crescente nel prossimo futuro. Se le namultegie sono considerate un passo importante
nello sviluppo scientifico e tecnologico, sono amefiste come un nuovo potenziale pericolo per la
salute umana, tuttora impossibile da valutare aaaella mancanza di dati. Sono pero attualmente
in corso molti studi specifici, che si prevede pnenno in pochi anni una massa di risultati
sufficiente ad una efficace attivita regolatoriea@ina politica normativa delle nanotecnologie.
Questi dati faciliteranno anche la valutazionerdahio delle NP naturali e antropogeniche, tuttora

largamente impossibile.

NP e alimenti

Negli alimenti si ritrovano comunemente NP, sia &félogene (proteine, come la ferritina) che NP
esogene, volontarie (NP artificiali, ad esempioocahti come TiQ) o accidentali (contaminanti
primari o secondari). L'uomo, oltre che con glinanti, puo ingerire NP che arrivano dalla
clearance muco-ciliare delle NP inalate (Nel e2@06). Inoltre, nel lume gastro-intestinale, oltre
alle NP ingerite, si possono ritrovare NP endogeneforma di nano-cristalli originati dalla
precipitazione intra-luminale di sali parzialmemst&ubili. L'apparato gastro-intestinale umano é
quindi continuamente esposto a numerose NP di waiggne, forma, dimensione e composizione.
Negli UK & stata stimata una ingestione giornaltesald? e 13° NP per persona.

Queste quantita sono probabilmente destinate acerstane nel prossimo futuro, a causa degli
utilizzi previsti delle NP artificiali, sia in alisntazione che in altri campi correlati a una paksib
ingestione (dentifrici, cosmetici, vernici) chessanno diffondendo, o sono stati proposti. Dal punt

di vista normativo, I'orientamento prevalente é lguei considerare le NP come nuovi materiali,
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differenti dalla specie chimica parentale, da smitce ad esame tossicologico completo,
nell’ambito del REACH o della regolamentazione tigkaai “Novel Food”.

Farmacocinetica delle NP.

Le potenziali porte di ingresso delle NP nel corpoano sono almeno quattro: polmone, cute,
apparato gastro-intestinale e epitelio nasaletildigponibili non sono in genere univoci, e per lo
piu ottenuti nell’animale da esperimento e non ean&ti nel’'uomo, ma sembra accettata I'ipotesi
che si possa verificare assorbimento e traslocazarcircolo sistemico e agli organi, sia dopo
inalazione che ingestione, mentre i dati relatiViassorbimento cutaneo sono piu controversi.
Particolare € la possibilita, sempre dimostrata s@ll’animale, che in seguito a inalazione le NP
possano essere captate dall’epitelio nasale e uaggie I'encefalo seguendo l'innervazione
olfattiva. | dati disponibili non sono pero univoeidd alcune NP non sembrano assorbite,
probabilmente in relazione a differenze di formanehsione e composizione. Inoltre a livello
gastrico alcune NP possono essere ionizzate, plartqunindi all’eliminazione della struttura fisica
della NP stessa (esempio per le NP di CuO).

Non esistono invece dati sufficienti a descrivéestino delle NP all’interno dell'organismo dopo
assorbimento e traslocazione. Secondo alcuni sfpelimentali le NP potrebbero localizzarsi ad
organi, come fegato, milza, o apparato cardiovasepled entrare nelle cellule somatiche dove
verrebbero captate dalle strutture lisosomiali,usppessere captate dalle cellule macrofagiche del
sistema reticolo-endoteliale, e permanere in loudha per lunghi periodi di tempo. Ulteriori studi
mostrano perd che le NP possono essere rapidaralmieate per via renale o per via biliare.
Questi lavori scientifici sono generalmente fat@ll'animale da esperimento, ma altri studi
mostrano I'occasionale riscontro di NP anche dlbvei tessuti patologici umani. | dati sono pero
controversi e complessivamente insufficienti a desce il destino metabolico delle NP dopo

traslocazione.

Tossicita delle NP.

Gli studi di tossicita delle NP disponibili riguantio gli effetti del particolato atmosferico urbano

sull'uomo e gli effetti di NP artificiali sull’anirale da esperimento o su colture cellulari.
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Sembra esistere un meccanismo tossico comuneNfeltzhe si basa sulla genesi di radicali liberi e
di inflammazione, indipendentemente da dimensiorcoeposizione, anche se la presenza di
metalli di transizione potrebbe potenziare il feemm mediante reazioni redox e sviluppo di
radicali liberi.

Dati epidemiologici mostrano una relazione tra egpone a particolato urbano ultrafine, peraltro
ricco di metalli di transizione, e sviluppo di paigia polmonare o cardiovascolare nell'uomo. Non
e pero chiaro se gli effetti siano ascrivibili alfaslocazione delle NP inalate oppure all’estesider
degli effetti inflammatori esercitati dalle NP seflitelio polmonare. Altri studi sull’'uomo,
puramente speculativi, ipotizzano un effetto naswvpto delle NP sulla genesi del morbo di Crohn.
Dati di laboratorio, nellanimale da esperimentanevitro, mostrano possibili effetti delle NP
inalate sull’aggregazione piastrinica e sulla farimoae di trombi vascolari, mentre altri studi
evidenziano effetti tossici di NP di CuO ingeriterene fegato e milza del ratto, che perdo sembrano
piu da ascriversi agli effetti tossici dei salirdme che alla struttura fisica delle NP.

| dati complessivamente disponibili, al di la degffetti del particolato urbano ultrafine inalato,
sono assolutamente insufficienti a provare o asche a ipotizzare un qualunque altro effetto delle

NP, qualunque sia la via di esposizione, inalajogar ingestione o0 per via trans-cutanea.

Valutazione del rischio delle NP

Attualmente, se si eccettuano gli studi sul paldimo ultrafino urbano, esiste una sostanziale
carenza di dati atti a valutare i rischi connedbesposizione alle NP, siano esse naturali,
antropogeniche o artificiali.

L’affacciarsi sul mercato globale delle nanotecg@o che presumibilmente aumenteranno in
misura sostanziale I'esposizione umana alle NRstinaolato una serie importante di iniziative da
parte delle agenzie regolatorie di Commissione femp USA e Inghilterra e la promozione di una
ampia serie di studi sull'argomento che presumibiite portera chiarezza nei prossimi anni, non
solo per le NP artificiali, ma verosimilmente anglez quelle naturali e antropogeniche.

Facendo il punto, ad oggi sono stati parzialmeatatterizzati solo i rischi connessi all’esposidon
al particolato urbano ultrafine, che é correlafmatologie respiratorie e cardiovascolari. Non éper
chiaro se il meccanismo patogenetico prevede daldtazione delle NP inalate al sistema
circolatorio e poi respiratorio e cardiovascolangpure sia legato ad altri meccanismi. Non esistono
inoltre chiare evidenze di una eventuale traslacezidi NP del particolato urbano inalate in altri

organi, come fegato e milza.

Milano, febbraio 2008 29



Nanoparticelle negli alimenti ed effetti sulla salumana

Per le NP atrtificiali ad oggi, come detto, non @&nho ancora conoscenze ma sono previsti studi per
valutare gli effetti dell’esposizione professionalei lavoratori esposti per via inalatoria, e per
caratterizzare gli effetti dell'esposizione del somatore per ingestione.

Per quanto concerne I'esposizione per ingestioireparticolare per via alimentare a NP naturali o
antropogeniche e a contaminanti accidentali primasecondari degli alimenti, sono attualmente
reperibili solo studi sperimentali sul’animale o sellule che mostrano risultati contrastanti, ed
alcune segnalazioni sporadiche della presenza ssutie patologici umani di NP, che alcuni
ipotizzano essere derivate dall’ingestione.

Oltre a questi dati, insufficienti e non conclusiin letteratura esiste una sostanziale carenza di

evidenze, che rende impossibile ogni ragionevoletaaione del rischio.

Teoricamente, la riduzione dei contaminanti alimentsia in forma di NP che in altra forma,
gualunque ne sia la composizione, é certamentematdabile in linea di principio.

L’'assoluta mancanza di dati quantitativi specificagénte riguardanti i contaminanti accidentali,
primari e secondari, rende pero impossibile unandébne dell'impatto che una tale misura
avrebbe sulla salute umana. La letteratura scieatifon attribuisce ai contaminanti alimentari in
generale una grande rilevanza in termine di salmt@na, anche se e ignoto quale sia I'effetto
relativo dei contaminanti in forma bulk e in forrdaNP. Viene detto ad esempio che i tumori
alimentari rappresentano una parte importantettdiittumori, ma solo una minima parte di questi
viene attribuita dagli epidemiologi alla presenzaahtaminanti.

Inoltre, vista la molteplicita delle fonti possibié in base ai pochi aspetti quantitativi noti
dell’esposizione umana a NP per inalazione e gggsiione, pare poco verosimile che la riduzione
dei contaminanti accidentali negli alimenti risulti una effettiva diminuzione dell’'esposizione
umana alle NP che possa avere rilevanza clinicagim caso, si ribadisce, che la mancanza di dati

specifici rende impossibile al momento ogni coniclne che sia piu che speculativa.
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