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Fig. 1. Definitions of different size classes
relevant for nanoparticles.

Nowack and Bucheli, 2007
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Figure 1. Idealized size distribution of 
traffic-related particulate matter (U.S. 
EPA 2004). Dp, particle diameter. The 
four polydisperse modes of traffic-
related ambient particulate matter span
approximately four orders of magnitude
from < 1 nm to > 10 μm. Nucleation-
and Aitken-mode particles are defined
as UFPs (< approximately 100 nm). 
Source-dependent chemical
composition is not well controlled and 
varies considerably. In contrast, NPs (1–
100 nm) have well-controlled chemistry
and are generally monodispersed
(Oberdorster et al., 2005)

Origine e classificazione delle NP
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““Le Le nanoparticellenanoparticelle (NP) non le ha inventate l(NP) non le ha inventate l’’uomouomo””

Evidenze di NP naturali nei ghiacci di decine di migliaia di annEvidenze di NP naturali nei ghiacci di decine di migliaia di anni e nei sedimenti del Cretaceoi e nei sedimenti del Cretaceo

Emissione di polveri in atmosfera a livello globale Emissione di polveri in atmosfera a livello globale èè stimata in stimata in caca 1 miliardo di ton/anno1 miliardo di ton/anno

Considerando emissione di UFP, diversi milioni di ton/anno NPConsiderando emissione di UFP, diversi milioni di ton/anno NP

Produzione di Produzione di NanomaterialiNanomateriali (NM) stimata in qualche migliaio di ton/anno(NM) stimata in qualche migliaio di ton/anno

LL’’esposizione a NP naturali supera largamente quella a NP di origiesposizione a NP naturali supera largamente quella a NP di origine antropicane antropica

Formazione di NPFormazione di NP

Meccanismi geologiciMeccanismi geologici

Meccanismi biologiciMeccanismi biologici

NP inorganicheNP inorganiche

NP organicheNP organiche

Origine e classificazione delle NP



“Nanoparticelle: Caratterizzazione e interazioni biologiche”
Milano, 24-26 Marzo 2010

Molte forme e abbondanza di NP in Molte forme e abbondanza di NP in ambienteambiente……

Assunto: Assunto: ““gli organismi si sono evoluti e adattati a vivere con questi matgli organismi si sono evoluti e adattati a vivere con questi materialieriali””

Ma lMa l’’adattamento a NP adattamento a NP naturalinaturali……

…… èè in funzione della dose di esposizionein funzione della dose di esposizione

……ee della velocitdella velocitàà di cambiamento delldi cambiamento dell’’ambienteambiente

Origine e classificazione delle NP
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PerchPerchéé NP possono essere pericoloseNP possono essere pericolose

Anche alcune NP naturali sono dannoseAnche alcune NP naturali sono dannose
(es. polveri vulcaniche)(es. polveri vulcaniche)

Anche NP antro possono essere Anche NP antro possono essere 
tossichetossiche

Molte NP naturali sono transienti in Molte NP naturali sono transienti in 
ambienteambiente ((…… dissoluzione, dissoluzione, aggregazioneaggregazione……))

Molte NP Molte NP manufattemanufatte sono sono 
persistenti perchpersistenti perchéé stabilizzatestabilizzate

NP possono contenere composti tossici in NP possono contenere composti tossici in 
struttura e concentrazioni che non si struttura e concentrazioni che non si 
verificano in naturaverificano in natura

NP possono avere forme e strutture che non NP possono avere forme e strutture che non 
si ritrovano in naturasi ritrovano in natura

NP in ambiente: pro e contro
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Overview of environmental NP
(Biswas & Wu, 2005)

SourcesSources of NP of NP 

StationaryStationary sourcessources
(industrial (industrial plantsplants))

Mobile Mobile sourcessources ((vehiclesvehicles))

OccupationalOccupational EnvironEnviron
((weldingwelding))

BiologicalBiological--GeologicalGeological

BenefitsBenefits of NP Science & of NP Science & TechTech
Filtri Filtri nanostrutturatinanostrutturati per la cattura di gas nocivi e scarichi per la cattura di gas nocivi e scarichi 
NMsNMs come catalizzatori per ridurre emissioni da automobili come catalizzatori per ridurre emissioni da automobili 
NPsNPs per il rimedio di contaminazioni di acque di faldaper il rimedio di contaminazioni di acque di falda
Filtri a NP per la potabilizzazione delle acqueFiltri a NP per la potabilizzazione delle acque

NP in ambiente: pro e contro



Biswas & Wu, 2005
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““Life Life historyhistory of of NPsNPs””

NP in ambiente: pro e contro



Figure 5. Routes of exposure, uptake, distribution, and degradation of NSPs in the environment. Solid lines indicate 
routes that have been demonstrated in the laboratory or field or that are currently in use (remediation). Magenta 
lettering indicates possible degradation routes, and blue lettering indicates possible sinks and sources of NSPs.
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Durante i processi Durante i processi produttiviproduttivi……

Formazione e emissione di NP indesiderateFormazione e emissione di NP indesiderate Produzione di NP utili e Produzione di NP utili e funzionalizzatefunzionalizzate
((NanomedicinaNanomedicina inclusa)inclusa)

In entrambi i casi, necessitIn entrambi i casi, necessitàà di di 
apparecchiature di controllo/raccolta e apparecchiature di controllo/raccolta e 

misura/caratterizzazione di NPmisura/caratterizzazione di NP

Misura e caratterizzazione di NP in ambiente

NowackNowack & & BucheliBucheli, 2007, 2007
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Misura e caratterizzazione di NP in ambiente
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Misura e caratterizzazione di NP in ambiente

Strumenti e tecniche di misura di NP in ambienteStrumenti e tecniche di misura di NP in ambiente

Per determinare la presenza e gli effetti di Per determinare la presenza e gli effetti di 
NP in ambiente vanno presi in NP in ambiente vanno presi in 
considerazione diversi parametriconsiderazione diversi parametri

--Distribuzione dimensionaleDistribuzione dimensionale

--Area superficialeArea superficiale

--Visualizzazione diretta delle NPVisualizzazione diretta delle NP

--Makeup chimico e/o fase minerale delle NPMakeup chimico e/o fase minerale delle NP

AirborneAirborne PM PM characterizedcharacterized byby analyticalanalytical TEMTEM
CharacterizationCharacterization of  Cu NP of  Cu NP suspensionsuspension
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Tecniche analitiche disponibili per la caratterizzazione ambientTecniche analitiche disponibili per la caratterizzazione ambientale di NPale di NP



Biswas & Wu, 2005
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Misura e caratterizzazione di NP in ambiente



Dallo studio delle UFP alla Nanotossicologia: principi e metodi

“Nanoparticelle: Caratterizzazione e interazioni biologiche”
Milano, 24-26 Marzo 2010



“Nanoparticelle: Caratterizzazione e interazioni biologiche”
Milano, 24-26 Marzo 2010

Dallo studio delle UFP alla Nanotossicologia: principi e metodi
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Metodi sperimentali mutuati Metodi sperimentali mutuati 
dalla tossicologia e dalla dalla tossicologia e dalla 
farmacologia classicafarmacologia classica

NecessitNecessitàà di adattamento delle di adattamento delle 
tecniche e dei protocolli a causa del tecniche e dei protocolli a causa del 
particolare comportamento particolare comportamento fisicofisico--
chimicochimico di NPdi NP

Richiamo della CE alla Richiamo della CE alla 
nanotossicologiananotossicologia

Protocolli internazionali preliminari Protocolli internazionali preliminari 
(OECD, (OECD, ISOISO……) ) 

Inserimento nel REACH di NP?Inserimento nel REACH di NP?
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Dallo studio delle UFP alla Nanotossicologia: principi e metodi
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NanoparticelleNanoparticelle,,
NanoNano--tossicologiatossicologia

ee
NanoNano--ecotossicologiaecotossicologia

nella letteratura scientificanella letteratura scientifica

Dallo studio delle UFP alla Nanotossicologia: principi e metodi



Exposures to airborne nanosized particles (NSPs; < 100 nm) have been experienced by
humans throughout their evolutionary stages, but it is only with the advent of the industrial 
revolution that such exposures have increased dramatically because of anthropogenic
sources such as internal combustion engines, power plants, and many other sources of 
thermodegradation.

The rapidly developing field of nanotechnology is likely to become yet another source for
human exposures to NSPs—engineered nanoparticles (NPs)—by different routes: inhalation
(respiratory tract), ingestion [gastrointestinal (GI) tract], dermal (skin), and injection (blood
circulation).

…nasce la Nanotossicologia (termine coniato nel 2004-2005)
Quando, le caratteristiche chimico-fisiche uniche delle NP suggeriscono un’imprevedibile 
interazione con cellule e tessuti e portano un’evoluzione della tossicologia tradizionale di 
particelle e fibre

Donaldson et al., 2004 – Occup. Environ. Med. 61:727-28
Oberdorster et al., 2005 – Environ. Health Perspect. 113:823-39
Seaton and Donaldson, 2005 – Lancet 365:923-24

Dallo studio delle UFP alla Nanotossicologia: principi e metodi
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Dallo studio delle UFP alla Nanotossicologia: principi e metodi

Dalle miniere di carbone alla Dalle miniere di carbone alla 
nanotecnologiananotecnologia
La storia della tossicologia delle particelle La storia della tossicologia delle particelle 
affonda le radici negli studi di tossicitaffonda le radici negli studi di tossicitàà di di 
polveri sui lavoratori delle miniere di polveri sui lavoratori delle miniere di 
carbonecarbone……

passa attraverso il problema dellpassa attraverso il problema dell’’asbesto, asbesto, 
alle particelle ambientali (PM), alle particelle ambientali (PM), 

per arrivare alle UFP per arrivare alle UFP 

e infine alle NP ingegnerizzate.e infine alle NP ingegnerizzate.
((BormBorm and and DonaldsonDonaldson, 2007. in , 2007. in ““ParticleParticle
ToxicologyToxicology””, CRC Press), CRC Press)
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Caratteristiche delle NP e studi tossicologiciCaratteristiche delle NP e studi tossicologici

( ( èè necessario caratterizzare a fondo il necessario caratterizzare a fondo il ““sistema NPsistema NP””))

••Forma e dimensioneForma e dimensione

••Area superficialeArea superficiale

••ReattivitReattivitàà superficialesuperficiale

••Stato di aggregazioneStato di aggregazione

••Comportamento idrodinamicoComportamento idrodinamico

Dallo studio delle UFP alla Nanotossicologia: principi e metodi
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Dallo studio delle UFP alla Nanotossicologia: principi e metodi

NanomaterialsNanomaterials propertiesproperties drivingdriving
adverseadverse effectseffects

CorrelationsCorrelations betweenbetween phisicophisico--chemicalchemical
propertiesproperties of of NMsNMs and and biologicalbiological and and 
toxicologicaltoxicological outcomesoutcomes
((SchvedovaSchvedova etet al., 2010)al., 2010)

••DoseDose--dependentdependent toxicitytoxicity
notnot alwaysalways NP NP effectseffects are are correlatedcorrelated withwith particleparticle
mass dose (high mass dose (high concconc, high , high agglomerationagglomeration?!)?!)

••SizeSize--dependentdependent toxicitytoxicity

••SurfaceSurface--areaarea--dependentdependent toxicitytoxicity

••CrystallineCrystalline--structurestructure--dependentdependent toxicitytoxicity

••SurfaceSurface--coatingcoating dependentdependent toxicitytoxicity Figure 4. Percentage of neutrophils in lung lavage of rats (A,B) and mice (C,D) as
indicators of inflammation 24 hr after intratracheal instillation of different mass doses
of 20-nm and 250-nm TiO2 particles in rats and mice. (A,C) The steeper dose 
response of nanosized TiO2 is obvious when the dose is expressed as mass. (B,D) 
The same dose response relationship as in (A,C) but with dose expressed as particle
surface area; this indicates that particle surface area seems to be a more appropriate 
dosemetric for comparing effects of different-sized particles, provided they are of the 
same chemical structure (anatase TiO2 in this case). Data show mean ± SD.
Oberdorster et al., 2005 (EHP)



Figure 8. Predicted fractional deposition of inhaled particles in the 
nasopharyngeal, tracheobronchial, and alveolar region of the human
respiratory tract during nose breathing. Based on data from the International 
Commission on Radiological Protection (1994). Drawing courtesy of J. 
Harkema.
Oberdorster et al., 2005 (EHP)
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Dallo studio delle UFP alla Nanotossicologia: principi e metodi



DonaldsonDonaldson etet al., 2005al., 2005

Dallo studio delle UFP alla Nanotossicologia: principi e metodi
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PathwaysPathways ormai classici negli studi di ormai classici negli studi di inhalationinhalation toxicologytoxicology di UFP e NPdi UFP e NP
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Dallo studio delle UFP alla Nanotossicologia: principi e metodi



Impact of Particles in the Environment
•Toxicity of manufactured nanoparticles
•Mechanism of action
•Nanoparticlesof natural products versus macroparticles
•Will the organisms interact differently with nanoparticlesthan larger
particles?
•Ecosystem impact?
–Bioaccumulation
–Fate
–Changes in species interactions-behavior

“Nanoparticelle: Caratterizzazione e interazioni biologiche”
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Ecotoxicology: breve excursus sugli effetti di NP in ambiente acquatico

Manufactured nanoparticles: Traditional Toxicity Tests

•Toxicity tests
–Exposure to particles for 48 hours
–Determination of mortality rate

•Daphnia spp.
•Abundant in freshwater
•Filter feeders
•Crucial to food web



Ecotoxicology: breve excursus sugli effetti di NP in ambiente acquatico
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Ecotoxicology: breve excursus sugli effetti di NP in ambiente acquatico

Analisi 
in microscopia

Frequenza 
malformazioni

%
Mortalità

% 
Malformati

Ritardo 
sviluppo

Embrioni di Xenopus laevis

dose

10 mg/L 100 mg/L 500mg/LControllo

TiO2<100nm
(miscela commerciale)

CuO
<50 nm

ZnO
<50 nm

96h      
CONDIZIONI               SEMI-STATICHE

CB
<50 nm

0,2 mg/L 0,5 mg/L

Cu++ Zn++



FETAX results from metal oxide NP exposure
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EmbriotossicitEmbriotossicitàà di di CuOCuO NP, mimata da ione solubile NP, mimata da ione solubile 

ChaeChae etet al., 2009al., 2009



Growth retardation
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(Concentrazione di ioni Cu(Concentrazione di ioni Cu++++

e Zne Zn++++ rilasciati da NP nel rilasciati da NP nel 
mezzo di coltura, determinata mezzo di coltura, determinata 
mediante mediante AASAAS) ) 

Effetti Effetti embriotossiciembriotossici di NP di di NP di 
ossidi di metallo in organismi ossidi di metallo in organismi 
acquatici sono mediati acquatici sono mediati 
soprattutto da ioni solubili.soprattutto da ioni solubili.

Non sono tuttavia trascurabili Non sono tuttavia trascurabili 
effetti effetti subletalisubletali e nascostie nascosti
delle NP stessedelle NP stesse
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NP imaging in embryo tissues

A B

C D

Imaging of NP tissue internalization by confocal laser reflection (red spots) in 100ppm 
CuO exposed embryos. (Gut and liver)

Ecotoxicology: breve excursus sugli effetti di NP in ambiente acquatico
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Ecotoxicology: breve excursus sugli effetti di NP in ambiente acquatico

Imaging of translocated NP in Xenopus embryos
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Ecotoxicology: breve excursus sugli effetti di NP in ambiente acquatico
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GriffittGriffitt etet al., 2007. al., 2007. EnvironEnviron. Sci. . Sci. TechnolTechnol. 41:8178. 41:8178--81868186

Ecotoxicology: breve excursus sugli effetti di NP in ambiente acquatico

TraditionalTraditional toxicitytoxicity
markersmarkers combinedcombined withwith
ecoeco--toxicogenomicstoxicogenomics
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CuOCuO TiOTiO22

Vitalità A549-Surnatanti CuO (3, 24h)
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In vitro Toxicology: understanding mechanisms of NP toxicity

Vitalità A549 CuO 3-24h
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La La citotossicitcitotossicitàà di NP di NP 
di ossidi di metallo di ossidi di metallo 
su cellule A549 su cellule A549 
dipende dalla natura dipende dalla natura 
fisicofisico--chimicachimica delle delle 
particelleparticelle

Diametro medio (nm)
Nanoparticella Forma Diametro nominale (nm) milliQ PDI

CuO Irregolare <50 301,1 0,204
TiO2 Sferica <100 351,1 0,251



CuOCuO

CuOCuO

CoCo

TiOTiO22

In vitro Toxicology: understanding mechanisms of NP toxicity
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Ciclo cellulare A549 24h esposizione

0%

50%

100%

%
 c

el
lu

le

G2/M(%) 13,6 21,6 32,1 15,0 17,3 11,3

S(%) 21,0 20,5 14,1 22,2 17,3 15,9

G1(%) 65,0 58,6 54,4 63,1 64,3 73,8

SubG0 (%) 0,2 0,2 0,4 0,2 0,2 0,2

Control 1 10 Control 1 10

CuOCuOTiOTiO22

Anche il potenziale Anche il potenziale 
genotossicogenotossico varia con varia con 
la natura delle particellela natura delle particelle

ImmunostainingImmunostaining of of BB--tubulintubulin in A549 in A549 cellscells. Nuclei . Nuclei counterstainedcounterstained withwith PI, PI, NPsNPs
evidencedevidenced byby confocalconfocal reflectionreflection
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TiOTiO22 CuOCuO

La tossicitLa tossicitàà in fase acuta in fase acuta 
dipende dalla reattivitdipende dalla reattivitàà delle NPdelle NP

E dalla tipologia di interazione E dalla tipologia di interazione 
con le strutture cellulari con le strutture cellulari 

A549 A549 probedprobed withwith MitotrackerMitotracker ((redred), DRAQ), DRAQ--5 (blue) and DCFH (green). 5 (blue) and DCFH (green). 
NPsNPs evidencedevidenced byby confocalconfocal reflectionreflection. . 

CoCo TiOTiO22 CuOCuO
TEM TEM imagesimages of A549 of A549 exposedexposed toto NP NP forfor 3h3h

In vitro Toxicology: understanding mechanisms of NP toxicity



A549 A549 exposedexposed toto TiOTiO22 forfor 24h24h A549 A549 exposedexposed toto CuOCuO forfor 24h24h
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LipidLipid peroxidationperoxidation visualizedvisualized byby oxidizedoxidized BODIPYBODIPY--
C11 C11 fluorescentfluorescent probe (green); probe (green); nonnon--oxidizedoxidized probe probe 
((redred). Nuclei ). Nuclei counterstainedcounterstained withwith DRAQDRAQ--55

TiOTiO22

CuOCuO

In vitro Toxicology: understanding mechanisms of NP toxicity
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TowardToward a a biologybiology of of nanosystemsnanosystems

…… wherewhere nanotoxicologynanotoxicology isis defineddefined
asas the the studystudy of the of the interferenceinterference of of 
manman--mademade nanomaterialsnanomaterials withwith
endogenousendogenous ((cellularcellular) ) 
nanostructuresnanostructures..
((ShvedovaShvedova etet al., 2010)al., 2010)

““NanovisionNanovision””

Living Living cellscells asas a miniature factory a miniature factory thatthat
containcontain a a largelarge collectioncollection of of dedicateddedicated
proteinprotein machinesmachines of nanoof nano--scale scale 
dimensionsdimensions, , optimizedoptimized byby billionsbillions of of yearsyears
of of evolutionevolution..
AlbertsAlberts B., 1998. The B., 1998. The cellscells asas a a collectioncollection of of 
proteinprotein machinesmachines: : preparingpreparing the the nextnext generation generation 
of of molecularmolecular biologistsbiologists. . CellCell 92:29192:291--9494

The The evolutionevolution of of nanotoxicolgynanotoxicolgy intointo a a predictivepredictive science science asas
apposedapposed toto beingbeing merelymerely descriptivedescriptive sciencescience

Nanostructural Biology: la nuova frontiera per la nanotossicologia
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Do the Do the artificialartificial NMsNMs interfere interfere withwith the the nanomachineriesnanomachineries of the living of the living cellscells??

DetailedDetailed studystudy of of 
nanomachinesnanomachines requiresrequires
complementarycomplementary single single 
moleculemolecule imagingimaging techniquestechniques

••AFMAFM

••TEMTEM

••SingleSingle--moleculemolecule
fliorescencefliorescence microscopymicroscopy

1. Au1. Au5555 of of sizesize 1.4 1.4 nmnm intercalatesintercalates withwith the the 
major major groovegroove of DNA of DNA –– potentpotent inducerinducer of of cellcell
deathdeath ((TsoliTsoli etet al., 2005)al., 2005)

2. Quantum 2. Quantum dotsdots display a display a sizesize dependentdependent
localizationlocalization toto differentdifferent cellularcellular compartmentscompartments, , 
the the smallersmaller targetingtargeting nuclearnuclear histoneshistones ((ConroyConroy
etet al., 2008) al., 2008) 

3. 3. CNTsCNTs mimicmimic and interfere and interfere withwith microtubulesmicrotubules, , 
disruptingdisrupting the the mitoticmitotic spndlespndle apparatusapparatus
((PampaloniPampaloni and and FlorinFlorin, 2008), 2008)

4. 4. InteractionsInteractions of of engineeredengineered NMsNMs withwith livingliving
systemssystems…… learninglearning fromfrom biologicalbiological
nanorganismsnanorganisms ((virusesviruses) and ) and theirtheir interactionsinteractions
withwith the the hosthost..
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ExamplesExamples of of nanobiologicalnanobiological thinkingthinking
IntraIntra and and intercellularintercellular communicationcommunication ((cytoskeletoncytoskeleton, , cellcell membrane a membrane a complexcomplex patchpatch--workwork of of nanoscalenanoscale structuresstructures
Gene Gene functionfunction (DNA and (DNA and nuclearnuclear proteinsproteins thatthat regulateregulate gene gene functionfunction are are nanoscalenanoscale structurestructure))
Immune Immune functionfunction ((distortionsdistortions in in proteinprotein shapeshape after interaction after interaction withwith NMsNMs))
DevelopmentDevelopment ((chromosomalchromosomal rearrangementrearrangement of of fertilizedfertilized eggegg and and epigeneticepigenetic eventsevents of of earlyearly embryogenesisembryogenesis involveinvolve
interactionsinteractions of of nanostructuresnanostructures
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