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L'inquinamento atmosferico rappresenta un rischio per la salute
umana. Gli agenti inquinanti di natura chimica presenti nell'aria urba-
na sono diversi, tra questi possiamo annoverare il monossido di car-
bonio (C0y), gli ossidi di azoto (NO e NOy), gli ossidi di zolfo (S0, e
S03), l'acido nitrico e nitroso (HNOs, HNO,), gli idrocarburi emessi
dagli scarichi autoveicolari e le polveri sottili inalabili (Pm1o) cui pos-
sono essere adsorbiti numerosi metalli pesanti, quali il piombo, il
cadmio e il mercurio.

La continua ricerca di certezze sempre piu definitive sugli effetti bio-
logici associati all'inalazione degli agenti inquinanti e la presenza in
letteratura di una non trascurabile quantita di studi sull'inquinamen-
to, giustifica il crescente interesse del mondo scientifico nei con-
fronti dell'argomento.

Recenti studi epidemiologici mostrano una associazione tra l'au-
mento della tossicita conseguente l'esposizione ad agenti
inquinanti e il diminuire delle dimensioni delle particelle
aerodisperse inalate [1.2].

Le particelle aventi dimensioni comprese tra 0-100 nanometri (nm)
vengono definite nanoparticelle; esse possono essere presenti in
atmosfera come singole molecole o come aggregati [2, 3]. In
relazione alla loro origine & possibile distinguere le nanoparticelle in
naturali e antropiche [4]. Le prime sono una componente chiave
del nostro ecosistema; sono prodotte da nanofossili [5], vulcani, pro-
cessi chimici di combustione [6], agenti microbici [7-9] e da compo-
nenti di sedimenti acquatici [10, 11].

Le seconde possono essere ulteriormente distinte in nanoparticelle
intenzionali e non intenzionali, dette anche incidentali o ultrafini [4,
9.

La principale differenza tra i due tipi di particelle e la natura polidi-
spersa e chimicamente complessa (composizione elementare, solu-
bilitd e presenza di composti volatili di carbonio, composti inorganici
solubili) delle prime, rispetto alle caratteristiche di monodispersione
e precisa composizione chimica delle seconde [12, 13]. Le
particelle antropiche intenzionali (metalli, semiconduttori, polimeri,
ecc.) sono utilizzate nel settore delle nanotecnologie (agricoltura, elet-
tronica, biomedicina, industrie manifatturiera, farmaceutica e cosmeti-
ca), [14-16]. Si definiscono con questo termine la ricerca e la tecnolo-
gia sviluppate sui piani atomico, molecolare 0 macromolecolare che
impiegano come scala di misura il range 1-100 nanometri [17].

L'impiego dell'intervallo dimensionale nanometrico
€ dovuto al fatto che i nanomateriali, le strutture, i
dispositivi e i sistemi utilizzati, presentano proprieta
e funzioni, diverse rispetto a quelle possedute dagli
stessi componenti aventi maggiori dimensioni [3];
tali proprieta sono attribuibili all'aumentato rapporto
tra I'area di superficie e il numero per unita di mas-
sa delle nanoparticelle che implica una maggiore
reattivita chimica, una maggiore resistenza e con-
ducibilita elettrica e, potenzialmente, una piu accen-
tuata attivita biologica [9, 18-20]. Questo incremen-
to potenziale dell'attivita biologica puo avere non so-
lo valenza positiva (attivita antiossidante, penetra-
zione delle barriere cellulari per il rilascio di farmaci),
ma anche negativa (ad es. tossicita, induzione di
stress ossidativo o di disfunzione cellulare).
Dall'analisi delle caratteristiche fisiochimiche si evin-
ce un netto contrasto tra i potenziali benefici deri-
vanti dalla nanotecnologia e gli effetti indesiderati
che potrebbero sorgere in seguito a una non inten-
zionale esposizione nanoparticellare durante le varie
applicazioni industriali.

Diverse sono le sorgenti antropiche delle nanoparti-
celle incidentali O ultrafini: processi di combustione,
fumi di metalli e di polimeri e processi di fotossida-
zione atmosferica che avvengono in presenza di
basse temperature e basse pressioni di saturazione
di vapore. | gas naturali e antropogenici (S02, NOs,
NH3) e i numerosi composti organici volatili (Voc) de-
rivanti dagli scarichi autoveicolari, in seguito a rea-
zioni fotochimiche, partecipano a processi di nu-
cleazione 0 reagiscono con composti molecolari
neutri, presenti in atmosfera, dando luogo alla for-
mazione di nuovi composti (ad es. composti organi-
ci ossigenati) che possono esercitare effetti deleteri
sulla salute umana [21].

Le particelle nanometriche e i composti da esse ge-
nerati possono, attraverso la via inalatoria, digestiva
e cutanea, giungere nella circolazione sistemica e



migrare successivamente in diversi organi e tessuti, interagendo
con i sistemi biologici ed esercitando la loro tossicita [22, 23].
Quando la via di penetrazione € quella inalatoria, I'apparato respira-
torio rappresenta il primo organo bersaglio. Le nanoparticelle si de-
positano nelle vie respiratorie, attraverso un processo di diffusione
che risulta essere facilitato dal fattore dimensionale delle stesse
124]; le particelle piu voluminose si depositano prevalentemente nel
tratto naso-faringeo e tracheobronchiale, quelle piu piccole sedi-
mentano nella regione alveolare 125].

Lo studio condotto da Ferin et al. [261 dimostra come le dimensioni
nanometriche consentano alle particelle, una volta depositate, di at-
traversare le membrane biologiche e interstizializzare. Lincrementa-
to accesso interstiziale delle particelle ultrafini induce un'intensa at-
tivazione macrofagica, che si accompagna ad una severa risposta di
flogosi polmonare.

Anche lo studio condotto da Peters e collaboratori 127, 28], su un
campione di 27 soggetti asmatici non fumatori, dimostra come la
prevalenza dei sintomi respiratori, corredata da una riduzione del pic-
co di flusso espiratorio (Pef), era associata all'inalazione di particelle
ultrafini.

Gli effetti delle particelle nanometriche sulla funzione polmonare so-
no stati indagati anche da Gardiner e collaboratori [29] su un cam-
pione di 490 lavoratori esposti a polveri di nero di carbone. Il nero di
carbone & una polvere molto fine di carbone elementare, ottenuta in
seguito a processi di pirolisi degli idrocarburi liquidi o gassosi; tale
polvere ha dimensioni nanometriche comprese tra i 10-50 nm quan-
do si presenta come particella elementare e tra gli 80-800 nm quan-
do si presenta sottoforma di aggregati. | risultati emersi dalla ricer-
ca, indicano che l'esposizione a polveri inalabili di nero di carbone si
associa a un incremento della morbilitd polmonare, caratterizzata da
una prevalenza di sintomi relativi a stati bronchitici cronici, corredata
da una riduzione dei seguenti indici di funzionalita respiratoria: volu-
me espiratorio forzato in un secondo (Fev,), flusso espiratorio forza-
to (Fef) al 25%-75% e il rapporto tra volume espiratorio forzato in un
secondo e la capacita vitale forzata (Fev/Fvc). Nel 2002 Nemmar e
collaboratori [30] studiando particelle di carbone marcate con
tecnezio (9smTc) hanno dimostrato la capacita delle nanoparticelle di
"traslocare" dall'interstizio polmonare alla circolazione sistemica.

| fibroblasti presenti nell'interstizio, attivati dalle particelle nanome-
triche, producono diverse citochine e diversi fattori di crescita, tra i
quali si pud annoverare quello di derivazione piastrinica. Lattivazione
delle piastrine, la loro interazione con i globuli rossi, insieme alla pro-
duzione di citochine e chemochine puo indurre disturbi della coagu-
lazione [22, 23],

Gli effetti cardiovascolari, in aggiunta alla diretta traslocazione alveo-
lare delle nanoparticelle, possono essere considerati come il corol-
lario di una sequenza di eventi che origina da un'iniziale flogosi al-
veolare, procede con l'instaurarsi di una risposta sistemica acuta, al-
la quale si associano un‘aumentata attivita dei fattori della coagula-
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zione, tra i quali il fibrinogeno [27, 28, 31] e termina
con difetti di perfusione, episodi di ischemia e infar-
to del miocardio [32].

Dalla circolazione sistemica le particelle nanometri-
che possono raggiungere altri organi e apparati; il fe-
gato rappresenta il maggior sito di distribuzione, se-
guito dalla milza e da altri organi del sistema retico-
loendoteliale [33].

Il danno epatico, indotto dalle nanoparticelle si ca-
ratterizza per la presenza di processi flogistici, ne-
crosi e lesioni istologiche.

Il meccanismo attraverso il quale il danno epatocel-
lulare origina, € l'attivazione del citocromo P450,
che comporta la perossidazione delle membrane li-
pidiche, l'inibizione della sintesi proteica, la disrego-
lazione dellomeostasi del calcio e l'attivazione di
enzimi coinvolti in processi apoptosici [22, 23].
Dall'analisi della letteratura si evince anche la ca-
pacita neurotossica delle particelle nanometriche.
Sono presenti due ipotesi differenti circa la moda-
lita con cui le particelle possono penetrare nel si-
stema nervoso centrale (Snc); la prima prevede
una "traslocazione" delle nanoparticelle dalle vie
aeree superiori agli assoni neurali, attraverso il ner-
vo olfattorio [22, 23]. Questa teoria & stata descritta
per la prima volta negli anni '40 da Bodian e Howe
[34], i quali instillarono per via nasale, 30 nm di po-
liovirus nell'Snc di animali da laboratorio. La traslo-
cazione attraverso il nervo olfattivo é giustificata dalla
notevole vicinanza tra la mucosa nasale offattiva e il
bulbo olfattivo, condizione che favorisce un rapido
trasporto neuronale [351,

La seconda ipotesi, presente in letteratura, descrive
il passaggio delle particelle nanometriche dalla circo-
lazione sistemica all'Snc mediante la barriera emato-
encefalica, grazie a meccanismi di diffusione passiva
o di trasporto endocitotico carriers mediato [36]. Lo
studio condotto da Calderon-Garciduenas e colla-
boratori [37] su animali da esperimento, circa gli ef-
fetti neurotossici delle nanoparticelle, ha dimostrato
l'instaurarsi di processi flogistici e alterazioni neuro-
degenerative 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 delle nanopar-
ticelle di generare stress ossidativo che si associa a
una incrementata presenza di specie reattive dell'os-
sigeno, quali I'anione superossido (0y), il perossido di
idrogeno (H2Q) e i radicali idrossidi (OH), [38].




Dall'analisi della letteratura si evince la presenza di vie di trasloca-
zione neuronali addizionali per le particelle nanometriche solide, at-
traverso il nervo trigemino e i nervi sensoriali tracheobronchiali; uno
studio condotto da Hunter e Dey [39] su animali di laboratorio, ha di-
mostrato la traslocazione di microsfere di rodamina marcata (20-200
nm) instillate per via nasale, all'Snc, attraverso le branche oftalmica
e mascellare del nervo trigemino; nel 1999 Hunter e Undem [40], at-
traverso un'instillazione intratracheale delle stesse microsfere di ro-
damina, dimostrarono la presenza di un‘altra via accessoria di traslo-
cazione neuronale, attraverso il ganglio nodoso del nervo vago. Que-
sta ricerca ipotizza la possibile insorgenza di disturbi cardiovascolari
dovuti alla diretta traslocazione delle particelle nanometriche dall'ap-
parato respiratorio al sistema nervoso autonomo, attraverso la via
nervosa sensoriale.

Il processo di traslocazione neuronale, qualungue sia la via attraverso
cui avvenga, dipende dalle dimensioni delle particelle nanometriche e
dalle caratteristiche chimiche di superficie delle stesse [22, 23].
Un'altra importante via di penetrazione attraverso cui le nanoparti-
celle 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 [41] hanno dimostra-
to che anche la pelle integra, se impegnata in movimenti di flessio-
ne, puo rappresentare una via di penetrazione per le particelle di di-
mensioni micrometriche e hanometriche, le quali possono albergare
nell'epidermide.

Lepidermide, costituita dallo strato corneo, lo strato spinoso e basa-
le, rappresenta una barriera protettiva per il derma sottostante parti-
colarmente ricco di sangue, vasi linfatici e cellule dendritiche. Lo
strato epidermico a differenza del derma, non essendo vascola-
rizzato, rappresenta "l'ambiente” in cui le particelle nanometriche
potrebbero potenzialmente alloggiarsi e non essere suscettibili di ri-
mozione dai processi di fagocitosi.

La capacita delle particelle nanometriche di attraversare la pelle & de-
terminata primariamente dal loro potenziale dermatotossico e dalla
capacita di penetrare lo strato corneo, per poter esercitare la tossi-
cita negli strati pit profondi.

La penetrazione e l'assorbimento di nanoparticeile e nanomateriali
dipende dalla struttura chimica degli stessi, solo le particelle liposo-
lubili sono in grado di muoversi attraverso la componente lipidica in-
tercellulare e raggiungere le cellule dello strato corneo, dei follicoli
piliferi e dei dotti di escrezione sudorale [17]. Lo studio condotto da
Eedy [42] dimostra la capacita dei hanotubi di carbonio di penetrare
nell'organismo umano attraverso la pelle; l'autore descrive il caso di
un lavoratore che, in seguito al contatto cutaneo giornaliero con tali
sostanze, sviluppa un flogosi cutanea caratterizzata da rash a carico
del dorso delle mani, degli spazi interdigitali e del volto, nonché
fenomeni di ipercheratosi; secondo Chou [43] questi quadri clinici
potrebbero esser attribuibili all'incrementato rilascio da parte delle
cellule epidermiche danneggiate dall'azione dei nanotubi di
interleuchina 8.

Shvedova e collaboratori [44] hanno studiato in vitro
su colture di cheratinociti, il potere dermatotossico
dei nanotubi di carbonio; dopo un'esposizione di 18
ore, le cellule esaminate mostravano alterazioni
strutturali e morfologiche, imputabili alla capacita
delle nanopatrticeile di indurre stress ossidativo, at-
traverso il rilascio di radicali liberi dell'ossigeno e
prodotti di perossidazione.

Le particelle nanometriche possono entrare nell'or-
ganismo anche per via digestiva, in seguito all'inge-
stione di cibi 0 acque contaminati o all'uso di co-
smetici e prodotti farmaceutici che li contengano;
diversi studi mostrano che particelle di latex, polisti-
rene e copolimeri di acido poliacetico e poliglicolico,
una volta ingerite per via orale, possono essere as-
sorbite attraverso le placche linfatiche di Peyer e da
qui possano traslocare nei tessuti non linfatici del-
l'intestino [45-47]. Questi studi hanno mostrato che
il processo di traslocazione é strettamente correlato
a due fattori intrinseci alle nanopatrticeile: la dimen-
sione fisica e la composizione fisiochirnica; cio vuol
dire che le particelle di piccole dimensioni e quelle
aventi caratteristiche di idrofobicita vengono assor-
bite piu facilmente [48, 49].

Una volta assorbite le particelle dalle placche linfati-
che di Peyer e dai linfonodi mesenterici possono mi-
grare in altri organi e tessuti, quali fegato, milza,
sangue, rene e midollo osseo [48]. Alcuni studi
presenti in letteratura indicano che le particelle
nanometriche possano indurre effetti tossici a
carico del corredo genetico. Lu e collaboratori [50]
dimostrarono la capacita delle nano-particelle di
biossido di titanio di indurre apoptosi e alterazioni
cromosomiche, quali scambio di cromatidi fratelli e
formazione di micronuclei; anche Rahman e
collaboratori [51], confermarono le proprieta
genotossiche delle nanoparticeile di biossido di
titanio, TiO2 (< 20 nm), riscontrando la presenza di
alterazioni mitotiche, mutazioni cromosomiche e
danni a carico del Dna; dai risultati di questi studi si
evince che il meccanismo responsabile della
formazione di micronuclei, & dipendente dalla
capacita delle particelle nanometriche di produrre
specie reattive dell'ossigeno, quali 0, H20,, OH e
ROS; pertanto & possibile affermare che I'apoptosi,
ovvero morte programmata della cellula, insieme ai
danni Dna ossido-mediati possano rappresentare
importanti fattori che inducono O promuovono la
cancerogenesi e i disturbi proliferativi.

Dall'analisi dei possibili rischi correlati all'esposizione



a particelle na-nometriche, emerge la complessita dell'argomento e
la necessita di maggiori informazioni circa le proprieta chimico-
fisiche delle nano-particelle (dimensione, area superficiale, forma,
solubilita), i meccanismi d'azione biologica e la possibile relazione
dose-risposta, nonché le condizioni responsabili dell'entita dei
processi patologici; solo attraverso un‘approfondita attivita di
valutazione e un'attenta misurazione di questi parametri, & possibile
caratterizzare l'esposizione alle nanoparticelle.

Le emissioni nanoparticellari possono essere misurate attraverso l'a-
nalisi di diversi parametri; oltre alle informazioni circa la massa, oc-
corre conoscere la concentrazione numerica, I'area di superficie e il
chimismo superficiale [9].

La concentrazione numerica delle nanoparticelle presenti in atmo-
sfera pud essere misurata attraverso diversi strumenti, di seguito ri-
portati.

Contatori a condensazione di particelle (Cpc): consentono l'analisi
in tempo reale di particelle di dimensioni comprese tra 7 e 100 nm. |l
flusso contenente 'aerosol nanoparticellare da analizzare, viene fatto
passare attraverso una camera sovrasatura di vapore, contenente co-
me saturatore una sostanza (alcool butilico, isopropilico) a tensione di
vapore nota; successivamente il flusso viene sottoposto a raffredda-
mento, in seguito al quale si verifica la condensazione del vapore sul-
le particelle.Tale fenomeno si accompagna alla formazione di goccio-
line di vapore sulla superficie delle particelle, condizione che com-
porta un aumento dimensionale delle stesse [9, 52]. Le nanopatrticel-
le, aumentate di dimensioni, vengono analizzate attraverso un sen-
sore ottico che misura il coefficiente di diffusione della luce (tight
scattering); i risultati ottenuti mediante I'impiego di tale strumento
esprimono la concentrazione nanoparticellare in particelle/cm3. Un
limite di questa metodica & che, se la sovrasaturazione del vapore &
molto elevata, la risposta dei Cpc non é sensibile alla composizione
delle particelle misurate.

I Cpc possono essere classificati come strumenti a detenzione diret-
ta o indiretta [53]. | Cpc a detenzione diretta consentono di determi-
nare le concentrazioni delle particelle dal conteggio individuale dei
droplet formatisi in seguito alla condensazione. Gli strumenti del tipo
Aitken implicano l'uso di un microscopio che conta manualmente i
droplet ottenuti, a partire da un volume noto di aria su una griglia. |
Cpc a detenzione indiretta consentono di determinare la concen-
trazione delle nanoparticelle, attraverso la misura della luce attenua-
ta o della luce diffusa che attraversa la nube costituita dalla conden-
sazione del vapore.

Analizzatori a mobilita differenziale (differential mobility analyser,
Dma): tali strumenti consentono di selezionare le particelle caricate
elettricamente, 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 [52, 54].
Questi strumenti riescono ad analizzare la mobilita delle particelle di
dimensioni comprese tra 5-800 nm.

Misuratore di particelle a scansione di mobilita
(scanning mobility particle sizers, Smps): la fami-
glia di spettrometri Smps € in grado di misurare la
distribuzione dimensionale e la concentrazione nu-
merica delle particelle aventi dimensioni comprese
tra 3-800 nm. Uno spettrometro Smps € costituito
da un Dma e un Cpc. Le particelle vengono caricate
mediante un campo elettrico, facendole 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 ca-
rica e del loro diametro. Le particelle cosi separate
vengono conteggiate mediante un Cpc. Si discrimi-
na in tal modo il numero di particelle in funzione del-
la dimensione [55].

Contatore ottico di particelle: tale strumento con-
sente di misurare la concentrazione numerica delle
nanopatrticelle. Nei contatori ottici I'aerosol particel-
lare in esame, scorre attraverso una camera traspa-
rente di minimo spessore; un fascio di luce laser at-
traversa la cella e, in funzione del tempo e della ve-
locita di flusso del campione, eccita il sensore tante
piu volte, quanto piu pulito risultera il campione
stesso. La quantita di luce intercettata sara diretta-
mente proporzionale al numero di particelle opache
che si sono interposte con la sorgente di luce.
Impattatori a bassa pressione del tipo Elpi: questi
strumenti campionano le particelle dopo averle
caricate elettricamente. La loro carica in ogni stadio
di impatto viene misurata da un elettrometro multi-
canale. Elpi puo classificare le particelle di diametro
compreso tra 6,8 nm e 10 um. Lanalisi si basa per-
tanto sulla separazione inerziale e sulla carica delle
particelle. Gli impattatori a bassa pressione del tipo
Elpi possono essere utilizzati come prelevatoti statici
e non come campionatori personali a causa delle
loro dimensioni [9, 54].

Oltre alla concentrazione numerica € possibile mi-
surare l'area di superficie delle nanoparticelle, attra-
verso l'impiego dell'epifaniometro e degli elettro-
metri a carica diffusa [9].

Nell'epifaniometro viene addizionato all'aerosol na-
noparticellare il radioisotopo #*Pb in fase gassosa; lo
strumento misura la radioattivita generata da ioni
aderenti alla superficie delle particelle, la quale ri-
sulta essere proporzionale all'area superficiale attiva
delle stesse [53].

Anche gli elettrometri a carica diffusa o caricatori a
diffusione consentono di misurare la superficie delle
particelle. Questi strumenti misurano la radioattivita



generata da ioni positivi unipolari aderenti alla superficie delle
particelle, la quale risultata proporzionale allarea superficiale delle
stesse [9]. Limpiego della microscopia elettronica pud fornire
informazioni circa la morfologia delle nanoparticelle e la
composizione elementare delle stesse; con questo approccio le
particelle sono raccolte su un filtro e sono irradiate con elettroni in
condizione di sottovuoto. Le informazioni sulla composizione
elementare sono realizzate misurando lo spettro di energia dei raggi
X, prodotto dalle interazioni degli elettroni con le particelle. La
microscopia elettronica & una tecnica relativamente economica e di
semplice impiego che fornisce sia le informazioni morfologiche che
composizionali delle particelle ultrafini. Con queste metodiche &
possibile monitorare i costituenti delle nanoparticelle: prodotti
nucleazione di vapori sovrasaturi (S0, e S03, NO e NO2, NH; e
prodotti della combustione) [56], carbonio elementare [57] e
numerosi metalli, quali piombo, cadmio, ferro, manganese,
mercurio e zinco [58]. Poiché le particelle ultrafini rientrano nella
classificazione di Pm,.5 [52], € possibile far riferimento ai Tlv gia esi-
stenti per ciascun di questi inquinanti.
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